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A Absorbancia
AcOH/AcO - Tampón acético-acetato
ArN2
+ Ion arendiazonio
16-ArN2BF4 4-Hexadelbencenodiazonio tetrafluorborato
AO Antioxidante
AV Valor de p-anisidina
BuOH Butanol
CA Ácido cafeico
CAT Catecol
CAQ Catequina
%CD % de Dienos Conjugados
C1 Cafeato de metilo
C2 Cafeato de etilo
C3 Cafeato de propilo
C4 Cafeato de butilo
C6 Cafeato de hexilo
C8 Cafeato de octilo
C12 Cafeato de dodecilo
C16 Cafeato de hexadecilo
E 1:9 Emulsión 1:9 (ΦO/ΦA)
MeOH Metanol
EtOH Etanol
ΦA Fracción en volumen de agua
ΦI Fracción en volumen de interfase o emulsionante
ΦO Fracción en volumen de aceite
HT Hidroxitirosol
HTA Acetato de hidroxitirosol
kobs Constante de velocidad observada
NED N-1-Naftiletilendiamina dihidroclorado
O/A Emulsión de aceite en agua
PA
I Constante de partición entre interfase y agua
PA
O Constante de partición entre aceite y agua
PO
I Constante de partición entre interfase y aceite
T20 Tween 20
v/v Fracción en volumen
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STRATEGIES TO IMPROVE ANTIOXIDANT EFFICIENCY IN FOOD 
EMULSIONS: CORRELATING THE ANTIOXIDANT DISTRIBUTION WITH 
THEIR EFFICIENCY IN INHIBITING LIPID OXIDATION  
 
 
 Many natural and processed foods contain small droplets of oil dispersed in an 
aqueous medium (e.g. milk, cream, fruit beverages, soups, cake batters, mayonnaise, 
cream liqueurs, sauces, deserts, salad cream,...) or small droplets of water dispersed in a 
lipid medium (e.g. butter and margarine). The oxidation of the lipids present in foods is 
of great concern to the food industry because it is one of the main factors affecting the 
organoleptic properties and quality of foods. To prevent or minimize lipid oxidation, 
Addition of antioxidants to the food system is probably the most effective, convenient 
and economical strategy1 and the development of strategies to select the best antioxidant 
or group of antioxidants for a particular food system is a challenge. 
 
Lipid oxidation is a radical reaction that alters the lipid content of foods and 
develops off-flavors (rancidity). Antioxidants prevent or delay lipid oxidation by 
different ways including the chelation of prooxidant metal ions, the scavenging of free 
radicals and somehow inactivating peroxides and other reactive oxygen species. The 
effectiveness of antioxidants is determined by their chemical by both the rate constants 
and the concentration of the antioxidant at the reaction site, which is believed to be the 
vicinity of the interfacial region of emulsions. 1-5 Both the rate constants and 
concentrations of AOs at the reaction site depend on their chemical structures, and are 
affected by environmental parameters such as temperature, acidity, and the nature of the 
components of the emulsion (oil and emulsifier). Their efficiency also depends on the 
presence of other molecules in their environment such as synergists.6-8 Therefore, all 
these relevant factors must be taken into account when selecting or designing 
antioxidants for a particular application. 
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 Food researchers ought to predict the efficiency of the antixoidants on the basis of 
their chemical structure. In 1980, Porter formulated the polar paradox9,10 bringing into 
sharp focus the apparent contradiction reported in the literature that polar AOs are more 
efficient than nonpolar AOs in bulk oils, but that nonpolar antioxidants are more 
efficient in aqueous emulsions. A variety of problems with the polar paradox have been 
reported in recent years and they were reviewed recently by Shahidi and Zhong.11  One 
of the most serious is the apparent violation of the expectation that as the 
hydrophobicity of series of homologous AOs increases, its efficiency in emulsions 
would increase because a larger fraction of the AO would be associated with the 
emulsion droplets. Thus, for strongly hydrophobic AOs the antioxidant efficiency 
should plateau once all the AO is associated with the droplets.  However, recent work 
shows that increasing the alkyl chain length of an AO produces a maximum in the 
efficiency at intermediate chain lengths, the so-called “cutoff effect”,11-17  so that further 
increases in AO chain length produce a significant decrease in their efficiency.  A 
decrease in AO efficiency with increasing hydrophobicity is inconsistent with the 
expectations of the polar paradox and it has been observed for a variety of AOs with 
different headgroups.  
 
Predicting the distribution of an antioxidant in emulsions is indeed much more 
complex than that in binary water-oil systems because emulsions are multiphasic 
systems with different chemical environments in the different regions. The distribution 
of an antioxidant in binary oil-water systems in the absence of emulsifier is described 
by the partition constant between the oil and water regions, PWO, which is calculated 
from the ratio of the analyte concentrations in each phase, Scheme 1.  
 
Addition of emulsifiers to prepare kinetically stable emulsions creates a new 
region in the system, the interfacial region, and  thus, two partition constants are needed 
to describe their distribution, that between the oil-interfacial (POI) and that between the 
aqueous-interfacial regions (PWI), Scheme 1. The analytical methods commonly 
employed to determine PWO in binary systems cannot be employed in emulsified 
systems because it is physically impossible to isolate the interfacial region from the 
aqueous or the oil ones18,19. 
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Scheme 1. Basic representation of the different regions of binary and emulsified 
systems showing the distribution of an antioxidant AO and the partition constants 
needed to describe its distribution. Parenthesis indicates concentrations in moles per 
liter of the volume of a particular region. 
 
 Numerous attempts have been made to measure antioxidant distributions in model 
food emulsions, primarily by isolating the oil and water regions followed by 
determining the antioxidant concentration of the antioxidant in each region by 
employing different analytical tools.19-22 The approach, however, does not provide 
information on the percentage of antioxidant in the interfacial region because the 
emulsion is broken previous to any analytical measurement and the results are biased. 
Thus, determining the antioxidant distributions in emulsified systems needs to be done 
in the intact emulsion and new strategies to assess the antioxidant distribution in model 
emulsions were developd.23-28 
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 We recently developed kinetic method for determining the distribution of 
antioxidants in model food emulsions.25,27-31 Our methodology has been proved to be 
robust and trustable, providing relieve estimates of antioxidant distributions under 
different experimental conditions.23-29  
 
 Here we aim to employ this methodology to investigate if there is any correlation 
between the antioxidant distributions and their efficiencies in inhibiting lipid oxidation. 
For the purpose, we carried out several experiments to choose a group of antioxidants 
having the same functional group but different hydrophobicity, analyzed their 
distribution in the intact emulsions and determined their effects on the oxidative 
stability of the emulsions.  
 
For the purpose, we have:  
 
• Analyzed the distribution of a series of antioxidants (figure 1.1) in emulsions 
prepared with food-grade oils (corn, olive and soybean) – stripped of their 
endogenous antioxidants – under different experimental conditions. Many of 
the antioxidants employed were not commercial and needed to be 
synthetized to tailor our needs, at the time that we explore the potential use 
of new lipohilic antioxidants.  
• For a series of caffeic acid derivatives of increasing hydrophobicity, we 
determined their effects on the oxidative emulsion stability by employing an 
accelerated oxidation method (Schaal oven test).  
• We have been able to positively correlate their effiency with the fraction of 
antioxidants in the interfacial region and provide a natural explanation, based 
on molecular properties, of the so-called “cut-off” effect. 
 
 The results obtained are therefore basic to understand antioxidant efficiencies in 
inhibiting lipid oxidation and they contribute to lay a scientific basis and, hence, reliable 
criteria for selecting the most efficient set of antioxidants for a particular food system. 
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Figure 1.1.  Structures of the investigated antioxidants. 
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2.1. EMULSIONES DE ALIMENTOS. 
 
 
 Muchos productos naturales y procesados contienen pequeñas gotas de aceite 
dispersas en un medio acuoso (leche, cremas, bebidas, sopas, salsas, etc.) o gotas de 
agua dispersas en un medio lipídico (margarina, mantequilla). A pesar de las 
considerables diferencias entre dichos alimentos en cuanto a su sabor, textura o 
propiedades fisicoquímicas y sensoriales, todos ellos se pueden englobar en un conjunto 
de materiales denominados “emulsiones” y, como consecuencia, muchas de sus 
propiedades pueden interpretarse sobre la base de los conceptos y técnicas empleadas en 
la ciencia y tecnología de las emulsiones.1,2  
 
Una emulsión, o macroemulsión, se puede definir como un sistema opaco, 
heterogéneo y termodinámicamente inestable, compuesto por, al menos, dos fases 
líquidas inmiscibles (en el momento de su formación), que genéricamente se designan 
como agua y aceite, en el que una de las fases se encuentra dispersa en la otra en forma 
de gotas microscópicas de tamaño coloidal3. La inestabilidad termodinámica del sistema 
emulsionado es consecuencia de la gran cantidad de energía necesaria para su 
formación, y que se manifiesta en la alta energía libre de Gibss interfásica, la cual a su 
vez provoca que las gotas,  en el momento en que cesa este aporte energético, sufran 
procesos de coalescencia dando lugar a la separación  de las fases. Sin embargo, las 
emulsiones formadas a partir de la agitación de dos líquidos inmiscibles pueden 
estabilizarse cinéticamente mediante la adición de emulsionantes al sistema;  
normalmente son agentes tensioactivos, proteínas, etc. que facilitan la estabilización de 
la emulsión combinando una actividad tensioactiva con la formación de estructuras en 
las regiones interfásicas.4,5 
 
Las microemulsiones, a diferencia de las macroemulsiones, se pueden definir 
como sistemas termodinámicamente estables que se forman espontáneamente al mezclar 
dos líquidos inmiscibles dispersos uno en el otro,  formando gotas más pequeñas que las 
de las emulsiones y que son ópticamente transparentes (o al menos traslucidos) a la 
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longitud de onda de la radiación visible.4,6-9 Dichos sistemas se estabilizan por el uso de 
una mezcla de agentes surfactantes, uno de los cuales actúa como cosurfactante y que 
suele ser un agente anfífilo que posee una solubilidad en agua muy limitada (por 
ejemplo, pentanol).  
 
 
 
 
Figura 2.1. Denominación típica de los sistemas aceite-agua-surfactante en relación al 
tamaño de las gotas del sistema disperso y su estabilidad relativa. 
 
Aunque no existe ninguna base teórica que indique el tamaño de gota, el más 
típico se encuentra cercano a 1 micrómetro, aunque recientemente se han encontrado 
emulsiones con gotas de tamaños muy inferiores, cercanos a los típicos de las 
microemulsiones (5-50 nm), y que se suelen denominar miniemulsiones o 
nanoemulsiones10,11, mientras que el tamaño de las microemulsiones es del orden de 10-
2
-10-3 µm. 25,126 La diferencia fundamental entre una macroemulsión y una 
microemulsion no radica en el tamaño de sus gotas, ni en su composición (que, 
obviamente, no ha de ser idéntica) sino en su estabilidad con el tiempo12-15, tal y como 
se muestra en la figura 2.1. La  tabla 2.1 refleja algunas de las diferencias y similitudes 
más relevantes entre las macroemulsiones y las microemulsiones.  
 
En función de la naturaleza de la fase dispersante, se pueden distinguir 
emulsiones O/A (dispersión de aceite en agua) o emulsiones A/O (dispersión de agua en 
aceite) e incluso, emulsiones múltiples A/O/A (agua en aceite en agua) ó O/A/O (aceite 
en agua en aceite). Generalmente, se emplean varios métodos para determinar a qué tipo 
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pertenece una emulsión. Uno de estos métodos, se basa en la utilización de colorantes 
hidrosolubles y/o liposolubles y se observa si la emulsión se colorea o no. Un segundo 
método requiere la dilución de la emulsión siendo ésta soluble en su fase externa. Otro 
método, también muy generalizado, es la medida de la conductividad eléctrica de la 
emulsión, siendo mejores conductoras de la corriente eléctrica las emulsiones O/A que 
las A/O.  
 
 
PROPIEDAD MACROEMULSIÓN MICROEMULSIÓN 
Componentes Aceite – agua - surfactante Aceite – agua – surfactante 
Número de surfactantes que 
la forman 
Uno o más 
Uno o más (normalmente 
al menos dos) 
Tipos de surfactante Todos Todos 
Concentración del 
surfactante 
Muy baja Muy alta 
Aspecto Opaco Transparente 
Tamaño de gota µm 10-2-10-3 µm 
Formación Agitación Espontánea 
Estabilidad termodinámica Inestable Estable 
Estabilidad para su 
almacenamiento 
Depende de la 
formulación particular 
empleada 
Infinita (es decir, días, 
meses o años) 
 
 
Tabla 2.1. Principales características comunes y diferencias reseñables entre macro y 
microemulsiones. 
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2.1.1. División conceptual de una emulsión. 
      
      Desde un punto de vista conceptual, se 
puede considerar que una emulsión está 
constituida por tres regiones, las cuales 
presentan propiedades fisicoquímicas 
diferentes: la fase dispersa, la fase continua y la 
interfase. Todas las moléculas o componentes 
de la emulsión se distribuyen, según su 
concentración y polaridad, entre las tres 
regiones mencionadas anteriormente. Como 
primera aproximación, se puede considerar que 
las moléculas polares tienden a localizarse en la 
fase acuosa, las moléculas no polares tienen afinidad por la fase oleosa, y las moléculas 
amfifílicas se localizan en la interfase. 
  
 Las moléculas en una emulsión se mueven de una región a otra, es decir, se 
encuentran en equilibrio dinámico. Este movimiento, así como la concentración e 
interacciones entre sus constituyentes, tienen una influencia significativa en las 
propiedades fisicoquímicas, textura y aplicación de estos sistemas dispersos16.  
 
 
2.1.2. Mecanismos de inestabilidad en emulsiones. 
 
 Las emulsiones se pueden romper mediante los mecanismos sedimentación, 
cremado, floculación, coalescencia e inversión de fases. Estos mecanismos 
fisicoquímicos son responsables de las alteraciones en las propiedades de una emulsión 
y se esquematizan en la figura 2.2.  
 
Fase Dispersa 
Fase Dispersante 
Interfase 
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 La sedimentación y el cremado son dos formas de separación gravitacional. El 
cremado describe la migración de las gotas hacia la parte superior del sistema 
debido a la diferencia de densidades en las fases. En la sedimentación ocurre un 
proceso inverso. 
 
 La floculación y coalescencia son dos tipos de agregación de las gotas. La 
inestabilidad por floculación ocurre cuando dos o más gotas se agregan, debido a 
las colisiones provocadas por el movimiento Browniano, conservando su 
individualidad. Mientras que en la coalescencia, la colisión de dos o más gotas 
forma una sola. 
 
 Invesión de fases es el proceso mediante el cual una emulsión agua en aceite se 
convierte en una emulsión en agua, o viceversa. 
 
 
 
 
Figura 2.2. Mecanismos de inestabilidad de una emulsión.2 
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2.1.3. Estabilidad de emulsiones. 
 
 Una emulsión cinéticamente estable es aquella que no muestra cambios 
sustanciales en la distribución de tamaño de gotas, o en su estado de agregación en una 
escala de tiempo de observación, que abarca desde minutos hasta años. La estabilidad 
cinética de una emulsión depende de varios factores, entre los que juega un papel 
relevante el emulsionante empleado para su formación. Los emulsionantes son 
moléculas anfífilas que se adsorben en la superficie de las gotas de la emulsión 
formando una membrana protectora que retarda la aproximación de las gotas y su 
agregación, fomenta la formación de la emulsión y estabilización a corto plazo por 
acción interfacial. Existen dos grandes grupos de emulsionantes: 
 
 Surfactantes de bajo peso molecular: lecitina, ésteres de sacarosa, polisorbatos, 
monoglicéridos. 
 Emulsionantes macromoleculares: proteínas 
 
 Los surfactantes de bajo peso molecular son moléculas amfílicas, es decir, 
presentan una parte polar con comportamiento hidrofílico (afinidad por la fase acuosa) y 
una parte no polar con comportamiento lipofílico (afinidad por la fase oleosa). 
 
 
 
 
Figura 2.3. Estructura del emulsionante hidrofílico Tween 20 (HLB 16.7). 
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Algunos de los factores que influyen en la estabilidad son:4  
 
 Distribución y tamaño de las gotas. Determinada por el tipo y tiempo de 
homogenización, concentración de emulsionante, tipo de emulsionante, relación 
aceite/agua y otros factores (pH, viscosidad, temperatura). 
 
 Naturaleza de la interfase. Determinada por la concentración y tipo de 
emulsionante, interacción entre las especies adsorbidas y competencia entre 
especies adsorbidas. 
 
 Naturaleza de la fase continua. Determinada por sus propiedades reológicas, 
calidad del disolvente, polímeros y compuestos anfilícos no adsorbidos. 
 
 Naturaleza de la fase oleosa dispersa. Depende de su naturaleza y solubilidad en 
la fase continua. 
 
En la figura 2.4 se muestra la imagen de una emulsión de aceite en agua en la que se 
observan las gotas de la misma y un grado de polidispersidad muy elevado.  
 
   
 
Figura 2.4. Imágenes de una emulsión O/A formada por aceite de maíz, agua acidulada 
y Tween 20. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio óptico (100X) de 
emulsiones aceite oliva/Tween 20/agua, recién agitadas a una velocidad de 20.000 
r.p.m. durante 60s con un homogeneizador Polytron. Izqda (ΦI∼ 0.005) y Drcha (ΦI∼ 
0.04). 
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2.2. COMPOSICIÓN DE ACEITES VEGETALES 
 
 Los aceites y grasas vegetales forman parte, junto con las ceras y los esteroides, 
de una gran familia de compuestos químicos que se denominan genéricamente lípidos, y  
que presentan la característica común de ser poco o nada solubles en agua. 
 
  Los aceites vegetales, que – a diferencia de las grasas como sebos o manteca - 
son líquidos a temperatura ambiente (T = 20 ºC), están formados, principalmente, por 
triacilgliceroles, conmunmente denominados triglicéridos, formados por la unión de 
glicerol (1,2,3-trihidroxi propano) y tres ácidos grasos (iguales o diferentes) que 
contienen un número de átomos de carbono impar superior a 14 unidades con un 
número variable de dobles enlaces, tal como se muestra en la Figura 2.5, en la que 
también se muestra la estructura química de tres de los ácidos grasos más importantes 
desde el punto de vista nutricional, el oléico, linoléico y linolénico.  
   
 
 
 
Figura 2.5. Estructura quimica de una molécula de triacilglicerol (triglicérido) y de los 
ácidos grasos grasos insaturados más importantes presentes en los aceites vegetales        
(oléico, linoléico y linolénico). 
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 Los ácidos grasos que no contienen dobles enlaces se denominan saturados, 
aquellos que contienen un doble enlace monoinsaturados ( por ejemplo, el oléico) y, en 
general, aquellos que contienen dos o más dobles enlaces se denominan 
poliinsaturados.   
 
 En la Tabla 2.2  se muestra el tipo y porcentaje de ácidos grasos que componenen 
algunos de los aceites vegetales más comunes, y que puede llegar a constituir el 94-95% 
del peso total del aceite vegetal.Como se puede observar en la tabla, cada aceite vegetal 
posee un perfil lipídico característico y diferente del resto, que le confiere unas 
propiedades físico-químicas específicas. 
  
 
Ácido graso C:DEa Algodón Colza Girasol Maíz Oliva Palma Ricino Soja 
Palmítico 16:0 21.6 4.1 6.1 10.9 13.7 44.4 1.5 11.0 
Palmitoleico 16:1 0.6 0.3 0.0 0.2 1.2 0.2 0.0 0.1 
Esteárico 18:0 2.6 1.8 3.9 2.0 2.5 4.1 0.5 4.0 
Oleico 18:1 18.6 60.9 42.6 25.4 71.1 39.3 5.0 23.4 
Linoleico 18:2 54.4 21.0 46.4 59.6 10.0 10.0 4.0 53.2 
Linolénico 18:3 0.7 8.8 1.0 1.2 0.6 0.4 0.5 7.8 
Ricinoleico 18:1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 87.5 0.0 
Araquídico 20:0 0.3 0.7 0.0 0.4 0.9 0.3 0.0 0.3 
Gadoleico 20:1 0.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
 
aNomenclatura de los ácidos grasos:C, número de átomos de carbono; DE, número de dobles enlaces C = C. 
 
Tabla 2.2. Contenido en ácidos grasos presente en distintos aceites vegetales 
(expresado en g ácido graso/100g aceite). 
 
 Los aceites se pueden clasificar, según su composición, en aceites vegetales 
(semillas, frutos) y animales (terrestres, marinos). Para obtener los aceites vegetales se 
lavan y trituran las semillas, frutas o frutos secos, después se someten a procesos de 
calentamiento y se retira el aceite por medio de procesos de extracción. Posteriormente, 
el aceite se refina para eliminar impurezas, sabores, olores o colores no deseados.  
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1) Aceites de semillas: los aceites de semillas de mayor consumo humano son los de 
girasol, soja, colza, maíz, cacahuete y cártamo. 
 
• Aceite de girasol: del primer prensado se obtiene un aceite amarillo 
claro, de sabor suave, que sirve para el consumo. No obstante, este aceite 
se somete a la refinación. Aceite muy rico en ácido linoleico, (>60%)  
ácido oleico (20%) y vitamina E. 
• Aceite de soja: una vez refinado, tiene un color amarillo claro y un sabor 
suave. Aceite rico en ácidos oleico y linoleico (55%), contiene 
cantidades significativas de ácido linolénico (8%). 
• Aceite de maíz: se obtiene por presión y extracción del germen. Aceite 
muy rico en ácidos grasos poliinsaturados, sobre todo linoleico (50%). 
• Aceite de colza: el aceite original posee un elevado contenido en ácido 
erúcico, lo que ha limitado su uso, aunque actualmente se obtienen 
variedades con muy bajo contenido (<5%) en dicho ácido. 
• Aceite de cacahuete: aceite rico en ácido oleico (50%)  y linoleico 
(25%). 
• Aceite de cártamo o de alazor: es el aceite comestible con el nivel más 
elevado en ácido linoleico (80%). También variedades con alto contenido 
en ácido oleico (70%). 
 
 En general, los aceites de semillas son ricos en ácidos grasos poliinsaturados, 
pero, a diferencia de las grasas de pescado, el principal representante es el ácido 
linoleico. En los aceites de soja y colza existe, también, una elevada cantidad de ácido 
linolénico. Además, de los ácidos grasos, los aceites de semillas presentan un 
componente insaponificable compuesto de fosfolípidos, pigmentos (clorofilas, 
caratenoides), tocoferol y diversos esteroles vegetales (β-sitosterol). 
 
2) Aceites de frutos: aceite de oliva 
 
  El aceite de oliva es el zumo oleoso extraído de los frutos maduros del olivo. En 
su composición se diferencian dos fracciones:  
  
Capítulo 2       INFORME BIBLIOGRÁFICO 
 
 
19 
 
 
• Fracción saponificable (98-99%): formada principalmente por triglicéridos y una 
pequeña cantidad de mono y diglicéridos. Lo que caracteriza al aceite de oliva 
frente a otros aceites y grasas es su gran riqueza en ácido oleico (72% respecto 
al total de ácidos grasos), aunque también posee cantidades importantes de los 
ácidos grasos esenciales: linoleico y linlénico. La concentración del los ácidos 
grasos palmítico y esteárico es moderada (13%). 
• Fracción insaponificable (0,5-1,5%): contiene diversos componentes como 
tocoferoles, polifenoles (tirosol, hidroxitirosol,...), esteroles, carotenoides,... 
  
 Los diferentes tipos de aceite de oliva (aceites de oliva virgen, aceite de oliva 
refinado, aceite de orujo de oliva,...) difieren básicamente en su composición, en el 
proceso de extracción, en el grado de acidez y en la calidad organoléptica. 
 
3) Aceites animales 
 
 Son aceites provenientes, principalmente, de animales marinos (salmón, ballena, 
bacalao, foca, sardinas, etc.). Estos aceites son ricos en ácidos grasos poliinsaturados de 
cadena larga y pertenecientes a la familia ω-3, siendo los dos ácidos grasos que se 
encuentran en mayor proporción el ácido eicosapentanoico,  que tiene 20 átomos de 
carbono y 5 dobles enlaces (C20:5), y el ácido docosahexanoico (DHA) con 22 átomos 
de carbono y 6 dobles enlaces (C22:6).  
 
 
2.3. OXIDACIÓN LIPÍDICA EN EMULSIONES DE ALIMENTOS. 
 
 La oxidación lipídica es, junto con la acción de los microorganismos, una de las 
principales causas del deterioro de los alimentos.  Se produce en compuestos como las 
grasas, los aceites y los alimentos con base lipídica, tales como leches, natas, quesos, 
mayonesas, helados, sopas, salsas y fórmulas infantiles, que son susceptibles de 
deteriorarse por la acción de la luz y el oxígeno debido a la reacción de especies 
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reactivas de oxígeno (ROS) con los lípidos.4,17-19 El grado de deterioro depende del tipo 
de grasa o de aceite; en términos generales, los aceites que más fácilmente se  ven 
afectados por estos procesos son los de origen marino, seguidos por los aceites 
vegetales y finalmente por las grasas   animales (figura 2.6).20-23  
  
 
 
Figura 2.6. Estimación de la estabilidad oxidativa relativa de distintos aceites 
vegetales24. 
 
 Las reacciones de oxidación lipídica son procesos radicalarios cuyos efectos más 
notorios son la aparición de aromas y gustos desagradables que ocasionan una 
importante disminución del valor nutricional del alimento, de la calidad sensorial del 
mismo, provocando el potencial rechazo del consumidor. Como consecuencia, la 
minimización o retardación de estos procesos se ha convertido en una objetivo de vital 
importancia para la industria alimentaria con el fin de conseguir alimentos más sanos y 
duraderos. 
 
Los procesos que tienen lugar durante la oxidación lipídica han sido 
ampliamente descritos y revisados por varios autores.24-27 De forma breve, se puede 
definir la oxidación lipídica como una reacción química que involucra la participación 
de ácidos grasos insaturados y especies reactivas de oxígeno (ROS), formándose dando 
lugar a la formación de radicales libres e hidroperóxidos que acaban por descomponerse 
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con el tiempo, por la acción de altas temperaturas o por la acción de ciertos enzimas, en 
productos con un menor peso molecular que contienen grupos carbonílicos que son los 
responsables de la aparición de aromas desagradables.  
 
La oxidación lipídica ocurre mediante un mecanismo en cadena iniciado por 
radicales libres y que se desarrolla en tres etapas diferenciadas25,28,29, (figura 2.7): 
 
 
 
Figura 2.7. Diferentes cinéticas de oxidación.24 
 
Iniciación. En esta fase se forman los radicales libres (L•) a partir de las 
moléculas lipídicas (LH) a través de una serie de reacciones en las que pueden 
intervenir especies reactivas de oxígeno  o metales traza. La sustracción de un átomo de 
hidrógeno por una especie reactiva, tal como un radical hidroxilo (•OH), provoca la 
iniciación de la oxidación lipídica Esta reacción requiere la aportación de energía o la 
acción catalítica de metales prooxidantes en estado libre como el hierro o el cobre.  
 
    LH   L•  + H•         [1] 
    LH + metal(n+1)   metaln+ + H+ + L•   [2] 
 
Propagación. Los radicales libres formados en la etapa de iniciación (L•) 
pueden reaccionar con el oxígeno para formar radicales peroxilo (LOO•). Esta etapa es 
siempre mucho más rápida (k > 36-32 L·mol-1·s-1)30 que la siguiente reacción de 
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transferencia de hidrógeno con los lípidos insaturados para dar lugar a la formación de 
hidroperóxidos (LOOH), que son los productos primarios de las reacciones de 
oxidación.  
 
    L• + O2 LOO•      [3] 
    LOO• + LH LOOH + L•     [4] 
 
Los hidroperóxidos generados también pueden fragmentarse por acción térmica 
o descomponerse por catálisis de metales de transición, lo que genera nuevos radicales 
que autocatalizan el proceso de oxidación31. 
 
    LOOH  LO• + •OH      [5] 
 
Terminación. La cadena de reacciones generada se concluye en la etapa de 
terminación cuando dos especies radicalarias se combinan para dar productos no 
radicalarios, que no pueden formar parte en las reacciones de la etapa de propagación. 
Estas reacciones dan lugar a la formación de los diversos compuestos volátiles 
responsables de la rancidez.  
 
    L• + L•   L-L       [6]  
    LOO• + L•  LOOL     [7] 
 
 
Descomposición de los Hidroperóxidos 
 
Los diferentes mecanismos de inicio de la oxidación (reacción directa con el 
oxígeno atmosférico o mediante catálisis enzimática) dan lugar a la producción de 
hidroperóxidos. Éstos son bastante inestables y se rompen dando lugar a una gran 
variedad de compuestos de tipo monomérico, polimérico y, compuestos de bajo peso 
molecular muchos de ellos volátiles que suelen contener grupos carbonílicos, los cuales 
son responsables del aroma a rancio de las grasas. 
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La descomposición de los hidroperóxidos en muchos casos tiene lugar mediante 
su fragmentación homolítica (reacciones [8] y [9]), favorecida en presencia de calor, 
radiaciones o iones metálicos, formando radicales libres del tipo peroxilo (LOO•), 
alcoxilo (LO•) o hidroxilo (•OH), que a su vez pueden reaccionar con otros radicales, 
con el oxígeno o atacar a otros hidroperóxidos, ácidos grasos e incluso a otros productos 
de oxidación formados (reacciones [10-12]) y dar nuevos radicales propagando así la 
cadena y dando lugar a una gran variedad de compuestos.25  
 
    LOOH  LO• + •OH     [8] 
    2LOOH  LO• +LOO• + H2O  [9] 
    LO• + LOOH  LOO• + LOH   [10] 
    LO• + LH  LOH + L•           [11] 
    LH + •OH    L• + H2O    [12] 
 
 
Así, puede obtenerse una gran variedad y cantidad de productos de oxidación a 
raíz de la degradación de los hidroperóxidos como consecuencia de la gran variedad de 
radicales formados y de las interacciones que pueden existir entre ellos y con otras 
moléculas no radicalarias. El tipo de productos formados y por lo tanto, el grado de 
rancidez alcanzado dependen tanto de las condiciones en que tiene lugar la oxidación 
(temperatura, O2, ...) como de la cantidad  y tipo de ácidos grasos oxidables. En la 
figura 2.8 se muestran el gran número de compuestos que se han identificado como 
productos de la oxidación de hidroperóxidos del linoleato, incluyendo dímeros, 
polímeros, productos secundarios (epoxi-hidroperóxidos) y volátiles (aldehídos, 
hidrocarburos, cetonas, esteres,...) como responsables de los olores y aromas que se 
generan. 
 
Pero hay que tener en cuenta que los radicales formados en la descomposición de 
los hidroperóxidos al ser altamente reactivos (especialmente el radical hidroxilo) 
además de reaccionar con otro radical (lo que terminaría la cadena) o con un ácido graso 
para estabilizarse, también pueden reaccionar con otras moléculas como las proteínas, 
vitaminas, el colesterol e incluso el ADN25,32, lo que tiene importancia no sólo en los 
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alimentos, sino también in vivo, ya que pueden afectar a la actividad biológica de estas 
moléculas. 
 
 
 
Figura 2.8. Productos de descomposición de hidroperóxidos del linoleato. 
 
 
 
 
2.4. ADICIÓN DE ANTIOXIDANTES: UNA ESTRATEGIA PARA INHIBIR LA 
OXIDACIÓN LIPÍDICA. 
 
  Como ya se ha comentado, las reacciones de autooxidación , habitualmente 
provocan la aparición de aromas y gustos desagradables en el producto33-37 causando, 
entre otras, una disminución en su calidad nutritiva y organoléptica, además de severas 
limitaciones en su tiempo de conservación, dando lugar, finalmente, a un potencial 
rechazo por parte del consumidor23,29,38.  
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 Con el fin de minimizar el problema de 
la oxidación lipídica, la industria alimentaria 
cuenta con varios métodos. Entre ellos, se 
podría citar el empleo de atmósferas inertes 
con el fin de minimizar el contacto del 
alimento con el oxígeno, el empleo de bajas 
temperaturas con el fin de disminuir la 
velocidad de las reacciones involucradas e 
incluso la inactivación de las enzimas que catalizan la oxidación y la adición de 
inhibidores (antioxidantes). De todos ellos, el método de protección más eficaz desde un 
punto de vista técnico y económico es el uso de los antioxidantes, cuyo consumo 
presenta, a su vez, ciertas ventajas para la salud del consumidor, principalmente la de 
los antioxidantes naturales. Así pues, el empleo de antioxidantes en los alimentos 
persigue: 
 
• Evitar la disminución de las características organolépticas de los 
alimentos en relación con la oxidación lipídica, que puede ser la causa de 
malos olores, sabores a rancio, decoloraciones,... 
• Mantener la calidad nutritiva de los alimentos en la medida que evitan la 
oxidación de vitaminas liposolubles, ácidos grasos esenciales 
(insaturados) y algunos aminoácidos. 
• Evitar problemas toxicológicos causados por compuestos formados en 
reacciones de oxidación lipídica. 
 
Una sustancia antioxidante se puede definir como aquella que, cuando está 
presente a bajas concentraciones en comparación con el sustrato susceptible a la 
oxidación sobre el que actúa, reduce significativamente o previene la oxidación de este 
sustrato. Son moléculas de tipo orgánico, de origen sintético o natural, que pueden 
actuar mediante diversos mecanismos inhibiendo el proceso de la oxidación lipídica. El 
antioxidante ideal debe cumplir una serie de criterios para poder ser utilizados en 
alimentos: 
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• seguridad e inocuidad 
• no proporcionar  cambios en el color, olor y sabor que pueda generar un 
rechazo del producto por parte del consumidor. 
• ser efectivos a bajas concentraciones 
• ser térmicamente estables frente a los distintos métodos de 
procesamiento a los que se somete el alimento. 
• su coste y aplicación no debe encarecer significativamente el precio del 
producto sobre el que se adiciona. 
 
Así  pues, los antioxidantes se pueden clasificar de diferentes formas. 
Atendiendo a su procedencia, pueden ser sustancias naturales39 (como el α-tocoferol , 
ácido ascórbico, ...) o sintéticas (como el butilhidroxianisol, galato de propilo,...)40-44. 
Atendiendo a su solubilidad en agua, los antioxidantes pueden ser de naturaleza lipo o 
hidrosoluble. Y según su modo de actuación,  se pueden dividir en primarios y 
secundarios (aunque algunos como la carnosina que ejercen su acción por ambos 
mecanismos).  
 
Los antioxidantes primarios (galatos, tocoferoles, t-butilhidroquinona, 
trolox,...) que son capaces de ceder átomos de hidrógeno o electrones a los radicales 
libres formados durante la oxidación, de modo que éstos pasan a especies más estables 
y, aunque se forme un radical en la molécula de antioxidante, éste es poco reactivo 
porque el electrón desapareado queda estabilizado por la deslocalización electrónica que 
ofrece su estructura40. Además, estos antioxidantes pueden unirse a los radicales 
formando complejos estables. De este modo frenan la evolución de la oxidación tanto 
inactivando a los radicales como evitando que se formen productos de oxidación 
secundarios.  
 
Los antioxidantes secundarios (por ejemplo,  el ácido ascórbico),  pueden 
actuar por varios mecanismos: 
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• Regenerando un antioxidante primario, cediendo electrones o átomos de 
hidrógeno a sus radicales, de forma que alargan la vida útil del 
antioxidante primario. 
• Quelatando iones metálicos para evitar que catalicen la oxidación. 
• Facilitando un medio ácido, lo que aumenta la actividad de los 
antioxidantes primarios. 
• Captando oxígeno, para evitar que participe en la oxidación lipídica. 
 
 
  
Esquema 2.1. Posibles reacciones que puede sufrir un radical alcoxilo (LO) en una 
emulsión en presencia de antioxidantes.4 
 
ANTIOXIDANTES FENOLICOS Y POLIFENOLICOS 
 
  
 Los antioxidantes fenólicos o polifenólicos constituyen un grupo muy numeroso 
de sustancias que incluyen familias de compuestos con estructuras químicas muy 
diversas, algunas relativamente simples como los derivados de ácidos fenólicos, hasta 
moléculas muy complejas de elevada masa molecular como los taninos hidrolizables y 
condensados. En la tabla 2.3 se muestra una clasificación de los antioxidantes 
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atendiendo a su estructura química, en donde C6 representa un anillo benzénico y Cn (n 
≠ 6) representa un grupo alquílico de n átomos de carbono.   
 
ANTIOXIDANTE ESQUELETO CLASE 
 
Catecol 
C6 
Fenoles simples, 
Benzoquinonas 
 
Ácido Gálico 
C6-C1 Ácidos fenólicos 
 
Ácido fenilacético 
C6-C2 
Acetofenona, Ácido 
fenilacético 
 
Ácido cafeico 
C6-C3 
Ácido 
hidroxicinámico, 
coumarinas, 
polipropenos 
 
Resveratrol 
C6-C2-C6 
Estilbenos, 
antraquinonas 
 
Catequina 
C6-C3-C6 
Flavonoides, 
Isoflavonoides 
 
Tabla 2.3. Ejemplos de algunos compuestos fenólicos clasificados en función de su 
estructura química básica45. 
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 Muchos antioxidantes fenólicos son, en parte, responsables de las propiedades 
organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto tienen importancia en la 
calidad de los mismos. Así, entre éstos hay pigmentos como las antocianinas, 
responsables de los tonos rojos, azules y violáceos característicos de muchas frutas 
(fresas, ciruelas, uvas, etc.), hortalizas (berenjena, rábano, etc.) y del vino tinto, o los 
flavonoles, de tonalidad crema-amarillenta, que están presentes principalmente en las 
partes externas de frutas y hortalizas46. 
 
 En el siguiente apartado comentaremos algunas características de aquellos 
antioxidantes que son de interés para la presente Tesis Doctoral. 
 
Antioxidantes fenólicos derivados del ácido hidroxicinámico 
 
 Los derivados del ácido hidroxicinámico como son el cafeico47,48, ferúlico y 
sinápico, Figura 2.9, están presentes en un buen número de frutas y hortalizas y 
alimentos derivados, y en algunos casos constituyen los polifenoles mayoritarios 
presentes en dichos alimentos. Aunque no tienen un impacto directo sobre las 
características organolépticas de los alimentos que los contienen, indirectamente pueden 
afectar de modo negativo a su calidad si son oxidados por las enzimas oxidativas 
naturales que se encuentra en los tejidos vegetales, y que dan lugar a la formación de 
polímeros pardos que imparten al producto un aspecto no siempre deseable. 
 
 
 
Figura 2.9. Estructura molecular de los ácidos hidroxicinámicos. 
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 La estructura química del compuesto fenólico ejerce una notable influencia en su 
actividad como antioxidante.49 En general, los o-difenoles, como son el ácido cafeico, el 
hidroxitirosol y la oleuropeína, presentan una elevada capacidad antioxidante si los 
comparamos con otros ácidos fenólicos como es el tirosol o el ácido cumárico.50 La 
presencia de un grupo catecol en su estructura aumenta considerablemente su capacidad 
antioxidante debido a que forma radicales relativamente estables que neutralizan los 
radicales lipídicos formados.51 La efectividad de estos antioxidantes es dependiente de 
sus propiedades como de las energías de enlace, la posibilidad de formación de distintas 
formas resonantes del radical formado y la susceptibilidad a la oxidación, que viene 
dada por el valor de su potencial de reducción.  
 
 Así, por ejemplo, cuanto más baja sea energía de disociación del enlace O-H del 
grupo hidroxilo presente en la estructura del antioxidante, más estable es el radical que 
se forma. La fuerza de este enlace también depende de la presencia de sustituyentes 
donadores de electrones y del número y posición de grupos hidroxilos en el anillo 
aromático. Sustituyentes tales como un grupo alquilo o un segundo grupo hidroxilo en 
posición orto estabilizan el radical formado. Sin embargo, la presencia de grupos 
electrón-atrayentes como -COOH o -COOR en posición para  incrementa la fuerza del 
enlace O-H del grupo hidroxilo presente y por tanto, hace que el antioxidante sea menos 
efectivo en la neutralización de radicales lipídicos.49 
  
 Hay que tener en cuenta, también, que la actividad antioxidante de ácidos 
fenólicos como el ácido cafeico es dependiente del pH y la eficacia de estos compuestos  
para reaccionar con los radicales lipídicos libres incrementa con el pH. La forma 
ionizada del ácido presenta una mayor capacidad donadora de electrones  que la forma 
neutra y por tanto, su eficacia para reaccionar con los radicales lipídicos es mayor.49 
 
 Es importante que el radical libre que ser forma por la reacción del antioxidante 
con el radical lipídico, una vez regenerado el lípido, no inicie nuevos procesos 
radicalarios. En este sentido, los antioxidantes fenólicos adquieren una importancia 
destacada por ser excelentes donadores de hidrógeno o electrones y sus intermedios 
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radicalarios son relativamente estables debido a la deslocalización por resonancia del 
electrón desapareado dentro del anillo aromático, figura 2.10.52,53 
 
 
 
Figura 2.10. Mecanismo representativo para la reacción entre un derivado catecólico y 
un radical peroxilo que da lugar a la formación de una benzoquinona estable. 
 
  
Hidroxitirosol 
  
Entre los compuestos fenólicos del aceite de oliva se encuentra el  (3,4-
dihidroxifenil)etanol, más conocido como hidroxitirosol. Este compuesto procede de la 
hidrólisis de la oleuropeína, un glicósido amargo que puede llegar a constituir más del 
14% del peso en seco del fruto del olivo54. En el transcurso de la maduración del fruto y 
durante el proceso de elaboración de las aceitunas de mesa, la oleuropeina se hidroliza 
dando lugar a sus componentes: oleuropeina aglicona, hidroxitirosol y ácido elenóico. 
Otra fuente natural importante de hidroxitirosol y oleuropeina es la hoja del olivo55. El 
hidroxitirosol presenta una elevada actividad antioxidante y los estudios in vitro han 
demostrado que posee propiedades biológicas que hacen pensar que podrían tener 
efectos beneficiosos en enfermedades tales como el cáncer, enfermedades 
cardiovasculares o enfermedades neurodegenerativas56-60. Además, también, se ha 
descrito que gracias a presencia del grupo catecol, el hidroxitirosol puede actuar como 
quelatante de metales.61 
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OH
HO
OH
 
 
Figura 2.11. Estructura química del hidroxitirosol y procedencia. 
 
 
Estilbenos 
 
 Los estilbenos están constituidos por dos ciclos bencénicos generalmente 
enlazados por una cadena etano o etileno (C6-C2-C6). Entre los isómeros trans de estos 
compuestos, destaca el resveratrol, o 3,5,4'-trihidroxiestilbeno, por sus propiedades 
beneficiosas para la salud humana. Las fuentes naturales más importantes de resveratrol 
son la uva y el vino que son los alimentos que más contribuyen al aporte de este 
antioxidante en la dieta humana. 
 
 
 
 
Figura 2.12. Estructura 
resveratrol. 
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  El resveratrol es uno de los polifenoles más estudiados en los últimos años debido 
al creciente interés por sus propiedades beneficiosas para la salud. Se ha demostrado 
que este estilbeno tiene una gran capacidad antioxidante in vitro y en cultivos celulares, 
donde actúa como potente inhibidor de la formación de radicales implicados en 
enfermedades cardiovasculares, carcinógenas y degenerativas62-65. También, se ha 
demostrado que el resveratrol mejora la resistencia del organismo frente al estrés, tiene 
efecto antienvejecimiento y prolonga el tiempo de vida de numerosos organismos, 
desde levaduras a vertebrados62,66. 
 
 
Flavonoides 
 
 
 Los flavonoides comprende un grupo de compuestos polifenólicos ampliamente 
distribuidos en las frutas y en los vegetales, así como en el té negro, el café, la cerveza, 
en el vino rojo,...Pueden aparecer como simples moléculas fenólicas hasta compuestos 
muy polimerizados. Están formados por 3 anillos (A, B y C) (figura 2.13), cada uno de 
los cuales presenta distintos grados de hidroxilación y metilación y pueden aparecer 
como glucósidos o como agliconas. Las principales estructuras de este grupo que 
podemos encontrar distribuidas en alimentos son antocianinas, flavanoles (catequina), 
flavanonas, flavonoles (quercetina), flavonas, isoflavonoides y chalconas. 
 
 También hay numerosas publicaciones acerca del mecanismo de actuación de 
flavonoides en los procesos oxidativos. Además de comportarse como donadores de 
hidrógeno también actúan como quelantes de iones metálicos iniciadores de la 
formación de radicales lipídicos. 
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Figura 2.13. Estructura básica de un flavonoide, de la catequina y quercetina. 
 
 
 
2.5.  EVALUACIÓN DE LA ESTABILIDAAD OXIDATIVA DE 
EMULSIONES: EFICACIA DE LOS ANTIOXIDANTES. 
 
 En la actualidad existe un gran interés en determinar las propiedades 
antioxidantes de alimentos y bebidas de origen natural, en relación a los compuestos 
que contienen. Los métodos empleados para medir la actividad antioxidante dependen 
de la especificidad del radical libre usado como reactivo y están limitados a compuestos 
solubles en el medio seleccionado. Los compuestos antioxidantes pueden tener distinta 
solubilidad dependiendo del medio; por esta razón presentan distinta reactividad con los 
radicales libres reaccionando en diferente porcentaje y con cinética distinta. 
 
La mayor parte de las medidas de la actividad antioxidante se han llevado a cabo 
en aceites. Esto frecuentemente proporciona una buena predicción de la actividad en 
aceite o en emulsiones de agua en aceite como la margarina. Sin embargo, tal como ya 
se ha indicado, estos resultados pueden resultar engañosos cuando se extrapolan a 
emulsiones de aceite en agua como consecuencia del fenómeno descrito como paradoja 
polar67. En estos medios, la actividad antioxidante se suele medir a través de la 
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estabilidad oxidativa del sistema lipídico que contiene estos antioxidantes, ya sea 
utilizando métodos químicos, instrumentales o sensoriales. La actividad de los 
antioxidantes depende de varios factores entre los que se encuentran: 
 
 Factores  dependientes del sustrato: concentración inicial de los 
productos primarios de la autooxidación, tipo de emulsión, presencia de 
metales (Fe, Cu, …)68,69,… 
 Factores físicos: temperatura, exposición a alta presiones de oxígeno, … 
 Concentración del antioxidante. 
 
En la bibliografía se describen numerosos métodos para predecir la protección 
frente a la oxidación que se puede atribuir a los antioxidantes de un alimento70,71. Aún 
así, los modelos in vitro químicos hay que interpretarlos teniendo en cuenta todas sus 
limitaciones: medio de reacción, sustrato oxidable, radical, concentración de iniciador 
de la oxidación,...Los resultados son indicadores pero no está completamente 
demostrado que se puedan extrapolar a las condiciones fisiológicas. No obstante, son 
considerados buenas herramientas de screening en los protocolos para seleccionar 
extractos fenólicos con alta capacidad antioxidante, principalmente por la rapidez, 
reproducibilidad y bajo coste de este tipo de métodos. Como aval de la utilidad de estos 
métodos, algunos estudios han mostrado buenas correlaciones entre los resultados 
obtenidos en modelos animales con los resultados de la actividad antioxidante in vitro. 
Algunas de las metodologías más utilizadas en el estudio in vitro de la actividad 
antioxidante de compuestos fenólicos son: 
 
 Métodos basados en la determinación de productos primarios de oxidación 
 
 Hay un grupo de métodos basados en la medida de los productos que se originan 
en la oxidación de los lípidos. La oxidación de los ácidos grasos produce dienos 
conjugados, que se oxidan formando hidroperóxidos. Medir la formación de 
hidroperóxidos, por un método tan sencillo como una iodimetría, es probablemente el 
método más antiguo para conocer el alcance de una oxidación. También los dienos 
conjugados pueden ser un indicador del avance de la oxidación en las moléculas de 
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ácidos grasos con insaturaciones. Los dienos absorben luz ultravioleta en las 
proximidades de 235 nm, por lo que pueden ser medidos en un espectrofotómetro. 
 
 
 Métodos basados en la determinación de productos secundarios de oxidación 
 
Esta estrategia de medir los productos de la oxidación secundaria parece 
adecuada para el estudio de sistemas lipídicos, así como en lípidos aislados de su 
entorno biológico, como los microsomas o las lipoproteínas de baja densidad (LDL). 
Los tres métodos más comúnmente utilizados son el método del ácido tiobarbitúrico 
(TBARS), el índice de p-anisidina para determinar aldelhídos volátiles y la 
determinación por cromatografía de gases de los compuestos resultantes del proceso de 
oxidación, como alcoholes, aldehídos, centonas, ácidos carboxílicos de cadena corta e 
hidrocarburos.  
 
También pertenece a este grupo el método Rancimat72, que se designa también 
como test de Swift automatizado o test de oxidación acelerado y se emplea como 
variante automatizada del método AOM (Active Oxygen Method). El Racimat es un 
equipo que permite inducir la oxidación forzada de una grasa a la que se puede haber 
añadido un antioxidante objeto de estudio, o bien lo puede contener de forma natural 
como es el caso del aceite de oliva. Es quizás uno de los métodos más habituales que 
emplea la industria alimentaria para evaluar la  estabilidad oxidativa de alimentos 
grasos. 
 
 Métodos basados en el secuestro del radical libre. 
 
 Uno de los mecanismos más importantes para prevenir la oxidación es el 
secuestro de radicales libres, dando por finalizada la cadena de oxidación. 
Consecuentemente, han sido propuestos numerosos métodos basados en incorporar al 
medio un radical, habitualmente una molécula estable comercial o un radical generado 
en el propio medio de reacción, y comprobar cómo le afecta la presencia de un 
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antioxidante. Pertenecen a este grupo de métodos los ensayos conocidos por las  
abreviaturas DPPH, TEAC y ORAC. 
 
 En la actualidad el ensayo ORAC es uno de los más utilizados y utiliza la 
fluorescencia como técnica instrumental73. El método está basado en comparar la 
pérdida de fluorescencia que se produce cuando la fluoresceína reacciona con un radical 
libre en presencia o ausencia de antioxidantes. Los antioxidantes presentes en el medio 
pueden reaccionar con el radical libre, neutralizando parte del daño al sustrato 
fluorescente, en consecuencia, anulando o retrasando la pérdida de fluorescencia. El 
método registra la fluorescencia a lo largo del tiempo y mediante la medida del área 
bajo la curva, convenientemente corregida con un blanco, se tiene la medida de la 
actividad antioxidante. Los resultados se expresan comparando las áreas de las curvas 
del antioxidante estudiado con las correspondientes al antioxidante de referencia Trolox. 
 
 
El método DPPH es otro de los métodos 
más comunes que se utilizan para evaluar la 
actividad de los antioxidantes a través de su 
reactividad con un radical estable como es el 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·). 
 
 Se mide la captación de este radical a 
través de la disminución de la absorbancia medida a 515nm, que se produce por 
reducción de un antioxidante (AH) o por reacción con especies radicales (R●)74-76S77-81.  
 
DPPH● + AH→ DPPH-H + A● 
  DPPH● + R●→ DPPH-R 
 
La actividad antioxidante se expresa normalmente como valor EC5081-84 , es 
decir, la concentración de antioxidante necesaria para captar el 50% de los radicales 
DPPH● en un tiempo determinado. También es posible definir  el parámetro ARP (Anti 
 
 
 
         DPPH 
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2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine 
(TPTZ) 
Radical Power), expresado como 1/EC50, el cual indica también el poder antirradicalario 
del antioxidante estudiado. 
 
 
 Métodos basados en la capacidad para reducir metales. 
  
 La capacidad para reducir un catión se considera un 
índice del poder antioxidante de la muestra. En este 
fundamento se basa el ensayo FRAP (Ferric reducing 
antioxidant power).  
 
Este ensayo determina la capacidad de la muestra 
para reducir un complejo férrico formado con la  
molécula tripiridil-s-triazina (TPTZ) a su forma ferrosa a 
pH bajo. De este modo, se genera una coloración azul, 
cuya intensidad es proporcional a la capacidad reductora de la muestra, debida a la 
formación del complejo ferroso-TPTZ, que puede cuantificarse por colorimetría (λ = 
593 nm) en base a un patrón de sulfato ferroso. La capacidad de reducir hierro (III) a 
hierro (II) se considera un índice del poder antioxidante de la muestra. 
 
Las variaciones de absorbancia obtenidas para cada muestra analizada pueden 
ser convertidas en valor FRAP (µM) a través de la ecuación: 
 
 
Fe(II) FRAPValor 
estándaren min  6 los a nm 593 aabsorbanciVariación 
min 6 los a  nm 593 aabsorbanciVariación FRAPValor ⋅=
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2.6. PREDICCIÓN DE LA EFICACIA ANTIOXIDANTE EN 
SISTEMAS EMULSIONADOS. IMPORTANCIA DE LA 
DISTRIBUCIÓN DE LOS ANTIOXIDANTES.  
 
 
 La reactividad química de los antioxidantes frente a los radicales libres ha sido 
estudiada profundamente durante varias décadas, principalmente en medios 
homogéneos,  y aunque, en líneas generales, los mecanismos de acción en dichos 
medios se conocen bastante bien, no ocurre así en medios emulsionados,  siendo 
imposible, hoy en día, predecir la eficacia de los  antioxidantes para inhibir la oxidación 
lipídica. Ello es debido, principalmente, a que no se conoce el comportamiento físico-
químico de los mismos en sistemas coloidales debido a que la identificación y, 
particularmente, la evaluación de los factores que afectan a la eficacia de los 
antioxidantes en sistemas emulsionados es muy compleja incluso en sistemas modelo en 
los que el número y pureza de los componentes son controlados 
cuidadosamente17,18,67,85,86 debido en gran medida a que el mecanismo de acción de los 
antioxidantes depende de su estructura química y de su localización y orientación en la 
emulsión.  
 
 En relación a la reactividad química de los antioxidantes, hoy en día se reconoce 
que el número y posición de los grupos hidroxilo que presenta la molécula de 
antioxidante es crucial.87 Así, la presencia de un grupo catecol (1, 2 – 
dihidroxybenceno) hace que la molécula posea un alto poder antioxidante debido, por 
una parte, a los bajos potenciales de oxidación y, por otra, a la formación de 
hidroquinonas muy estables (veáse figura 2.10). Asimismo se sabe que cualquier 
estructura química que sea capaz de extender la conjugación de los grupos hidroxílicos 
fenólicos aumenta su capacidad antioxidante. Por ejemplo, en el caso de las flavonas,  o 
el doble enlace entre el grupo ácido y el anillo fenólico en los ácidos hidroxicinámicos 
(veáse figura 2.10).87 Aunque se han establecido relaciones estructura-reactividad38,88-92 
en medios homogéneos, poco se conoce acerca de su reactividad en sistemas 
multifásicos como las emulsiones. 
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 La reactividad química del antioxidante no es el único parámetro que afecta a su 
eficacia. La observación fenomenológica de que los antioxidantes polares son más 
efectivos en aceites puros que los apolares mientras que, por el contrario, los apolares 
son más eficaces en sistemas emulsionados que los polares fue acuñada por Porter93 con 
el nombre de “paradoja polar” hace más de tres décadas. Esta observación 
experimental, que fue confirmada en estudios posteriores1,31, es una clara manifestación 
de los fenómenos interfásicos involucrados en la distribución de antioxidantes y, 
básicamente, predice que un aumento en la lipoficilidad del antioxidante aumenta su 
eficacia como antioxidante debido su previsible incorporación a la región interfásica de 
las emulsiones, en donde ejercerían su actividad antioxidante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.14. Representación esquemática de la distribución de antioxidantes según la 
paradoja polar en un aceite puro y en una emulsión aceite/agua. Drcha. El antioxidante 
hidrofílico es más efectivo que el lipofílico en un aceite puro debido a que éste se 
localiza en la interfase aceite-aire puesto que su solubilidad en aceite es prácticamente 
nula. Izqda. El antioxidante lipofílico es más efectivo que el hidrofílico en una 
emulsión aceite-agua debido a que éste se localiza en la interfase aceite-agua. 
 
 
 Sin embargo, estudios recientes41,94,95 acerca de los efectos de la lipofilización de 
antioxidantes en relación a su eficacia muestran que la eficacia de antioxidantes que 
Aire 
Aire 
Aceite 
 
 
  Hidrofílico >    Lipofílico 
 
 
 
  Hidrofílico <    Lipofílico 
 
Agua 
Aceite 
Aceite  Emulsión aceite/agua 
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poseen los mismos grupos funcionales pero de diferente hidrofobicidad (por ejemplo, 
ésteres derivados de antioxidantes fenólicos53,87,94-99 como ácido clorogénico58, ácido 
rosmarínico100, ácido gálico101) no alcanza un valor constante una vez que se han 
incorporado totalmente a la interfase; por el contrario, su eficacia disminiuye a partir de 
una determinada hidrofobicidad (es decir, a partir de un determinado número de átomos 
de carbono en su cadena alquílica) disminuyendo ésta notablemente. Estos resultados 
ponen de manifiesto que no existe una relación lineal entre la polaridad y la  eficacia 
antioxidante en emulsiones alcanzándose un máximo tal y como se muestra en la figura 
2.15. 
 
Figura 2.15. Variación de la eficacia antioxidante con el aumento del número de 
carbonos de un éster derivado de un antioxidante fenólico. 
 
 
 Parte de los problemas que surgen para interpretar los resultados obtenidos y 
establecer  correlaciones estructura-eficacia radican en la falta de métodos adecuados 
para la determinación de la distribución de los antioxidantes en las emulsiones, 
reconociéndose este factor como crítico en la interpretación de los resultados 
experimentales. Hoy en día, no existe ningún método rutinario que permita determinar 
las distribuciones de dichos antioxidantes en las diferentes regiones de una emulsión, 
previniendo el establecimiento de criterios generales para escoger un determinado 
antioxidante.31,102 Aunque se han publicado diferentes estudios acerca de los 
mecanismos de acción de antioxidantes en las reacciones de oxidación lipídica, en 
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ninguno de dichos estudios se determinan las fracciones o concentraciones de los 
mismos. 
 
 Estudios realizados en sistemas micelares (SDS)103, en emulsiones modelo de 
alimentos104-107 o en emulsiones reales como la mayonesa108, únicamente han podido 
determinar las concentraciones en las regiones oleaginosa y acuosa debido a que los 
experimentos están basados en la separación y posterior análisis de cada una de las fases 
(por ejemplo, mediante centrifugación ó diálisis seguido de análisis por HPLC de la 
concentración de antioxidante) pero demuestran que la efectividad de un antioxidante en 
sistemas multifásicos depende de su naturaleza (balance hidrofóbico-hidrofílico, HLB, 
el cual está relacionado con la estructura química, polaridad y carga eléctrica), y de la 
composición física del sistema: composición de la emulsión y de las fases, presencia de 
surfactantes109, pH, temperatura, etc. Recientemente, se ha aplicado el modelo cinético 
de la pseudofase a emulsiones iónicas110 y no iónicas111-114 pudiéndose determinar las 
constantes de partición de antioxidantes en diferentes emulsiones y bajo diferentes 
condiciones experimentales. 
 
Muchos antioxidantes presentan grupos ionizables115,116, y en consecuencia su 
polaridad  depende del pH de la fase acuosa, por lo que es necesario ejercer un 
cuidadoso control sobre ella. La forma ionizada de un antioxidante es mucho más polar 
que la forma no ionizada, y por tanto presenta una afinidad mucho mayor por la fase 
acuosa, si bien el efecto global depende, asimismo, de la hidrofobicidad del resto de la 
molécula. Si el resto de la molécula es polar, entonces tanto la forma ionizada como la 
no ionizada se encontrarán localizadas en la fase acuosa. Por el contrario, si el resto de 
la molécula de antioxidante es apolar (es decir, de carácter netamente hidrofóbico) 
entonces la molécula puede encontrarse preferentemente localizada en la región 
interfásica.  
 
La carga eléctrica del antioxidante, en relación con la que poseen la superficie de 
las gotas de la emulsión puede ser, asimismo, un factor determinante en la distribución 
de los antioxidantes, y en consecuencia en su efectividad a la hora de retardar la 
oxidación lipídica. Estas diferencias en su eficacia han sido puestas de manifiesto en 
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diversos estudios realizados en presencia de emulsiones formadas con tensoactivos 
aniónicos (SDS) o neutros (Brij 30) y antioxidantes fenólicos en diferentes estados de 
ionización17,34. 
 
Los factores mencionados anteriormente son algunos de los que determinan, en 
definitiva, la localización del antioxidante, así como su reactividad en las diferentes 
regiones del sistema (acuososa, oleaginosa e interfásica)102,117,118,  y en consecuencia es 
necesario analizar su efecto con detalle, aunque existen dificultades experimentales 
serias debido a que las emulsiones son sistemas opacos, que no permiten el uso de 
técnicas ópticas clásicas como la espectroscopia.17,34,102,119-123 
 
 
 
2.7. MÉTODOS PARA LA DETERMINACIÓN DE LA 
DISTRIBUCIÓN DE ANTIOXIDANTES EN SISTEMAS 
HETEROGÉNEOS Y MICROHETEROGÉNEOS. 
 
  
 La distribución de moléculas orgánicas en general, y de los antioxidantes en 
particular, en sistemas heterogéneos y microheterógeneos constituye un problema de 
una gran importancia ya que su eficacia depende entre otros factores, de su distribución 
entre las diferentes regiones del sistema46,118. Tanto es así, que la determinación de la 
distribución de solutos constituye, habitualmente, una de las primeras etapas en la 
investigación del posible potencial de un compuesto para un fin determinado. Su 
evaluación es de especial importancia en áreas tan vitales como la industria 
farmacéutica124 o la tecnología de los alimentos28,31,38,125, ya que su distribución en 
alimentos emulsionados afecta de forma muy significativa a su capacidad para 
minimizar la oxidación lipídica y, en consecuencia, mantener intactas las características 
organolépticas del alimento (color, olor, sabor,...), así como su tiempo de vida. Algo 
similar ocurre con los productos farmacéuticos emulsionados, en los que la estabilidad y 
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biodisponibilidad de un sustrato, que va a desempeñar una función determinada, se ve 
condicionada por su distribución entre las diferentes regiones de la emulsión126-129. 
 
 La distribución de un soluto entre dos fases inmiscibles (genéricamente aceite y 
agua) se evalúa cuantitativamente a partir de su constante de partición PAO (cociente 
adimensional de las concentraciones d sustrato en cada fase), ecuación [1], donde VO, 
VA, ns,O y ns,A representan los volúmenes y los moles de soluto presentes en las fases 
oleosa (O) y acuosa (A), respectivamente. 
 
    
( )
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O
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A AO
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P ==
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/
,
,
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  Las concentraciones en las dos fases del sistema y, por tanto PAO, se pueden 
evaluar empleando diversas técnicas y métodos127-130, tanto individualmente (Uv-Vis, 
fluorescencia, RMN,...) como en combinación (separación de fases mediante 
centrifugación, diálisis,...seguido del empleo de métodos cromatográficos, 
electroquímicos,...). El conocer esta constante de partición es importante para medir la 
hidrofobicidad relativa de las moléculas, así como para establecer relaciones 
cuantitativas estructura-actividad en sistemas bifásicos. Estas relaciones desarrollan un 
papel fundamental, desde un punto de vista económico, en las industrias farmacéutica y 
bioquímica (diseño de principios activos), estudios toxicológicos, tratamientos de 
residuos, tecnología de los alimentos,... 
 
  La distribución de un soluto en sistemas multifásicos67 es mucho más compleja 
que en un sistema binario, ya que podrían llegar a darse multitud de situaciones de 
equilibrio. Conceptualmente, la emulsión se divide en tres regiones diferentes: dos de 
ellas constituyen las fases continuas, la acuosa y oleaginosa; la tercera región, la 
interfásica, sería altamente anisótropa (véase esquema 2.2). 
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Esquema 2.2. Representación básica de un sistema binario y una emulsión mostrando 
las constantes de partición necesarias para describir la distribución de un antioxidante. 
 
 
  Para definir la distribución de un sustrato en un sistema emulsionado, por tanto 
multifásico, se requieren dos constantes de partición: la correspondiente a las fases 
acuosa e interfásica (PAI) y las de las fases orgánica e interfásica (POI), las cuales se 
definen de idéntica forma a la indicada en la ecuación [1]. Su cociente, ecuación [2], 
representa la constante de partición en un sistema binario, PAO. 
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  La determinación de OAP  para un sistema emulsionado no proporciona, por tanto, 
ninguna información topográfica acerca de la localización de los solutos en las 
diferentes regiones de la emulsión, ni permite determinar su distribución entre las 
distintas fases, incluida la interfásica. 
 
  Por otra parte, la imposibilidad física de aislar la interfase de las regiones acuosa y 
oleaginosa imposibilita la determinación de las constantes de partición IAP  y IOP  
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mediante el empleo de métodos de análisis clásicos, ya comentados para sistemas 
binarios. Es por ello que se tiene que recurrir a nuevas tecnologías106,111,112,131-133 que 
permitan determinar las constantes de partición de un sustrato determinado entre las 
diferentes regiones de la emulsión y, por tanto, la distribución de los mismos. 
 
  La distribución de sustratos en sistemas emulsionados es, por lo general, un 
fénomeno muy complejo que depende de un gran número de variables 
interrelacionadas1,17,31,134-136. De forma general, se puede afirmar que los solutos se 
distribuyen entre dos fases de acuerdo a su afinidad por éstas, y la fracción de moléculas 
que se encuentra en una región determinada depende de ciertos factores tales como la 
acidez132, temperatura112,114, composición y naturaleza de las fases, naturaleza de las 
moléculas53,61,137,138, (polaridad),... Ocasionalmente, se pueden dar interacciones 
específicas121,139,140 que habitualmente involucran enlaces de hidrógeno con otros 
componentes de la fase, determinando la distribución y eficacia del soluto; en otras 
circunstancias, el exceso de surfactante empleado como agente emulsionante puede dar 
lugar a la formación de agregados micelares en la región acuosa.117 
 
  Particularmente, la distribución de antioxidantes en alimentos emulsionados y en 
algunos sistemas biológicos es de vital importancia para la evaluación de su efectividad 
como inhibidores de las reacciones de oxidación lipídica. Por ello, la búsqueda de 
métodos que permitan evaluar y decidir el antioxidante más adecuado para una 
aplicación concreta resulta especialmente importante en la industria alimentaria17,102,134 
y para ello, se requiere un conocimiento, lo más exacto posible, de los factores que 
controlan su distribución en las diferentes fases de la emulsión. 
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2.8. SALES DE ARENODIAZONIO: REACTIVIDAD QUÍMICA Y 
USO COMO SONDAS QUÍMICAS PARA LA DETERMINACION 
DE LA DISTRIBUCION DE ANTIOXIDANTES EN SISTEMAS 
EMULSIONADOS. 
 
 
Las sales de arendiazonio, ArN2+X-, constituyen uno de los grupos de 
compuestos de mayor versatilidad química que existen a la vista de la facilidad con la 
que pueden ser obtenidas a partir de sus precursores y por su extraordinaria reactividad 
y sensibilidad a leves cambios de su entorno.141,142 Se pueden obtener de forma 
relativamente sencilla mediante la  acción del ácido nitroso sobre una amina 
primaria,141,143-147 tal y como se observa en el esquema 2.3. La amina utilizada debe ser 
una amina primaria ya que si ésta es secundaria, la reacción se detiene en la formación 
del nitrocompuesto; mientras que si es terciaria, la amina reacciona inicialmente con el 
ácido nitroso  para dar R3N+-N=O, que se descompone rápidamente mediante una fisión 
para formar una mezcla de productos bastante compleja. Tanto las aminas primarias 
alifáticas como las aromáticas reaccionan fácil y rápidamente con  un gran número de 
agentes nitrosantes para dar lugar a la formación de una N-nitrosamina inestable que 
evoluciona hacia la formación de la correspondiente sal de diazonio, reacción que se 
conoce con el nombre de reacción de diazotación.  
 
 
 
 
Esquema 2.3.  Obtención de los iones arendiazonio. 
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Las sales de arendiazonio presentan una química muy rica141,147,148 que varía 
drásticamente dependiendo de las condiciones experimentales en las cuales se produce 
la reacción149,150.   
 
 Su química está dominada por el carácter electrófilo del grupo –N2+, que se 
comporta como un ácido de Lewis reaccionando con nucleófilos (bases de Lewis, Nu– 
or NuH seguida de pérdida de protón)  en el nitrógeno β del ión –N2+, que es el centro 
electrofílico reactivo, para dar aductos covalentes del tipo ArN2-Nu, esquema 
2.4.141,142,147,151 Ejemplos de estos aductos son los colorants azóicos (C-copulación)152 o 
la formación de diazoéteres (O-copulación).151  
 
   
 
Esquema 2.4.  Mecanismo de la reacción de adición nucleófila a ions ArN2+ dando 
lugar a la formación de los aductos Ar-N=N-Nu en la conformación (Z)-, que se 
encuentra en equilibrio con el isómero (E).  
 
 Los aductos formados pueden ser estables (conformación E) o bien romperse 
homolíticamente dando lugar a los procesos de reducción a través de diferentes 
mecanismos. Sin embargo, los iones ArN2+ son inestables y se descomponen 
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espontáneamente en medios acuosos a través de la formación, en la etapa limitante de la 
reacción, de un carbocatión arilo muy inestable que reacciona de forma inmediata con 
los nucleófilos presentes en su esfera de solvatación, mecanismo DN + AN , esquema 
2.4.  
Las características especiales de los iones ArN2+ han hecho que sean empleados 
como sondas químicas para la caracterización de interfases coloidales. Algunas de estas 
características son las siguientes: 
  
• Se pueden preparar un gran número de iones ArN2+ adaptadas las 
necesidades particulares de cada caso a partir de las aminas comerciales. 
Por ejemplo, se han sintetizado los iones ArN2+ hidrofóbicos (por ejemplo,                                                   
4-hexadecilbencediazonio, 16-ArN2+) que tienen la particularidad de ser 
insolubles tanto en agua como en aceite, situándose su grupo reactivo en la 
interfase de los sistemas coloidales empleados.  
 
 
 
• Los iones ArN2+ reaccionan virtualmente con todos los nucleófilos 
orgánicos e inorgánicos, pudiendo detectarse e identificarse los productos 
de reacción fácilmente mediante técnicas como las cromatográficas y 
electroquímicas.131 
 
• Particularmente, los iones ArN2+ reaccionan con moléculas que poseen 
grupos –OH en sus estructuras (como los antioxidantes), lo que las hace 
unas candidatas excelentes para poder determinar su distribución. El 
mecanismo de reacción particular depende de la naturaleza del 
antioxidante y, en general ya han sido estudiados para los más 
importantes153-156, aunque no se conocen con detalle todos ellos. 
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• Las diferentes aplicaciones de los iones ArN2+ como sondas químicas para 
determinar las concentraciones interfásicas de nucleófilos débiles en 
coloides de asociación se encuentran descritas en la bibliografía111,113,133. 
 
• La reacción de descomposición espontánea de los iones  ArN2+ es 
normalmente despreciable frente a aquellas con los antioxidantes. 
 
• Sus reacciones, tanto en presencia como en ausencia de nucleófilos, se 
pueden estudiar mediante el empleo de técnicas comunes en cinética 
química como las espectroscópicas, cromatográficas o electroquímicas157-
160
. En sistemas opacos, como las emulsiones, se emplean métodos 
electroquímicos113 o, como en el presente trabajo, de derivatización (C-
copulación)112,114,131,137,161. 
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3.1. OBJETIVOS.  
 
El objetivo de esta Tesis Doctoral es el de contribuir al establecimiento de una 
base científica para seleccionar el mejor antioxidante o grupo de antioxidantes para el 
uso particular en un determinado sistema alimentario. Para ello, se ha propuesto como 
objetivos principales: 
 
 1) La determinación la distribución en emulsiones modelo de alimentos de varios 
grupos de antioxidantes fenólicos homólogos, de diferente hidrofobicidad.  
 
2) La determinación de su eficacia antioxidante en las mismas emulsiones empleadas 
en el estudio anterior. Todo ello con el fin de establecer una base científica que permita 
correlacionar su hidrofobicidad con su distribución y con su eficacia antioxidante.  
 
  Este estudio viene motivado por el hecho de que una de las causas del deterioro de 
los alimentos es la oxidación lipídica (véase informe bibliográfico). Se calcula que más 
del 20% de los alimentos producidos a nivel mundial se pierden por esta causa,1-4 
originando pérdidas económicas sustanciales tanto para los fabricantes, como para el 
consumidor. La oxidación de los lípidos provoca la aparición de aromas y olores 
desagradables en alimentos y esto conlleva una disminución en la calidad nutricional y 
por consiguiente problemas de seguridad alimentaria debido a la formación de 
productos secundarios después del procesado y también cocinado5,6. 
 
  Con el fin de minimizar el problema de la oxidación lipídica, la industria 
alimentaria cuenta con varios métodos. Entre ellos, se podría citar el empleo de 
atmósferas inertes con el fin de minimizar el contacto del alimento con el oxígeno, el 
empleo de bajas temperaturas con el fin de disminuir la velocidad de las reacciones 
involucradas e incluso la inactivación de las enzimas que catalizan la oxidación y la 
adición de inhibidores (antioxidantes). De todos ellos, el método de protección más 
eficaz desde un punto de vista técnico y económico es el uso de los antioxidantes, cuyo 
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consumo presenta, a su vez, ciertas ventajas para la salud del consumidor, 
principalmente la de los antioxidantes naturales.  
 
  La eficacia de un antioxidante depende, entre otros factores, de su concentración 
en la región del alimento donde se encuentran los radicales (normalmente la región 
interfásica). Y esta concentración depende, a su vez, de la distribución del antioxidante 
entre las diferentes regiones del alimento. Su determinación, así como la evaluación de 
los factores que afectan a su distribución, es un reto para la industria alimentaria que 
aún no ha tenido una respuesta satisfactoria por parte de la comunidad científica, debido 
en parte a la dificultad de determinar su distribución en el propio alimento con el fin de 
no perturbar los diferentes equilibrios involucrados.7,8  
 
  Parte de los problemas que se encuentran a la hora de establecer  correlaciones 
estructura-eficacia radican en la falta de métodos adecuados para la determinación de la 
distribución de los antioxidantes en las emulsiones, reconociéndose este factor como 
crítico en la interpretación de los resultados experimentales. Nuestra propuesta para 
intentar resolver este problema se basa en la determinación de la distribución de los 
antioxidantes en las propias emulsiones mediante un método cinético. Los resultados 
experimentales se interpretan sobre la base del modelo cinético de la pseudofase.9-15  
 
 Así pues, los trabajos que contiene esta Tesis Doctoral se pueden resumir, a 
grandes rasgos, en las siguientes líneas de actuación: 
 
1 Determinación  de los efectos de parámetros relevantes (naturaleza y tipo de aceite, y 
emulsionante empleado, acidez, temperatura, etc.) sobre su distribución de los 
antioxidantes propuestos entre las diferentes regiones de las emulsiones formadas con 
aceites aptos para el consumo humano. 
 
 2 Estudio de la eficacia de los antioxidantes en las mismas emulsiones empleadas en 
los estudios de distribución.  
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 Establecer correlaciones entre la eficacia antioxidante y su distribución 
(principalmente correlaciones estructura química – eficacia).  
 
Para ello se han realizado una serie de experimentos con diferentes antioxidantes 
fenólicos, teniendo que sintetizar una serie de ellos con el fin de disponer de un 
conjunto de antioxidantes que contenga el mismo grupo reactivo pero de diferente 
hidrofobicidad. Después de una serie de ensayos, se sintetizaron derivados del  ácido 
cafeico con cadenas alquílicas de 0-16 átomos de carbono. Como emulsiones modelo, 
se han seleccionado las formadas por aceite de maíz/oliva/soja, todos ellos libres de 
antioxidantes, agua acidulada (tampón cítrico-citrato 0.04M,   pH 3- 4) y emulsionantes 
no iónicos como el Tween 20 ó Span 80.  
 
  En conjunto, los trabajos que se han realizado en la presente Tesis Doctoral se 
pueden resumir en los siguientes apartados:  
 
 Eliminación de los antioxidantes endógenos del aceite empleado para preparar las 
emulsiones alimentarias (aceite de oliva y soja). 
 Optimización de las condiciones de trabajo para obtener las constantes de 
velocidad observadas razonables en sistemas emulsionados.  
 Síntesis de antioxidantes de diferente hidrofobicidad.  
 Determinación experimental de la constante de partición PAO en sistemas binarios 
aceite-agua, en ausencia de emulsionante. 
 Estudios cinéticos en sistemas emulsionados bajo diferentes condiciones 
experimentales (acidez, temperatura, etc.) 
 Análisis de la influencia de diferentes parámetros (acidez, temperatura, naturaleza 
y HLB del emulsionante, naturaleza de la fase orgánica,…) sobre la distribución 
del antioxidante en el medio emulsionado estudiado. 
 Determinación de parámetros termodinámicos para la transferencia del 
antioxidante entre las regiones acuosa-interfásica y oleosa-interfásica, así como 
la determinación de parámetros de activación para la reacción en la interfase. 
 Estudios de la estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con algunos de 
estos antioxidantes. 
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 Establecimiento de correlaciones eficacia - distribución. 
 
 
3.2. BIBLIOGRAFÍA.  
 
 
(1) Schaich, K. M. In Bailey’s Industrial Oil and Fat Products; Shahidi, F., Ed.; J. 
Wiley & Sons: NY, 2005; Vol. 6. 
(2) Manuel, J. Lípidos en Alimentos, 2009. 
(3) Frankel, E. N. Lipid Oxidation: Dundee, The Oily Press, 1998. 
(4) McClements, D. J.; Decker, E. A. J. Food Sci. 2000, 65, 1270-1282. 
(5) Tomás-Barberán F.A.; Espín, J. C. J. Sci. Food Agric. 2001, 81, 853-876. 
(6) Tomás-Barberán F.A.; Ferreres, F. G., M.I. In Studies in Natural products 
chemistry.; ed., A.-u. R., Ed.; Elsevier: Amsterdan, 2000; Vol. 23. 
(7) Santos, N. C.; Prieto, M.; Castanho, M. A. R. B. Biochi. Biophys. Acta 2003, 
1612, 123-135. 
(8) Berthod, A.; Carda-Bosch, S. J. Chromatog. A 2004, 1037, 3 -14. 
(9) Losada-Barreiro, S.; Pereira da Costa, M.; Paiva-Martins, F.; Bravo-Diaz, C. J. 
Am. Oil Chem Soc. 2013, submitted. 
(10) Sánchez-Paz, V.; Pastoriza-Gallego, M. J.; Losada-Barreiro, S.; Bravo-Diaz, C.; 
Romsted, L. S.; Krishnan, G. J. Colloid Interface Sci. 2008, 320, 1-8. 
(11) Pastoriza-Gallego, M. J.; Sánchez-Paz, V.; Losada-Barreiro, S.; Bravo-Diaz, C.; 
Gunaseelan, K.; Romsted, L. S. Langmuir 2009, 25, 2646-2653. 
(12) Losada-Barreiro, S.; Sánchez Paz, V.; Bravo Díaz, C.; Paiva Martins, F.; 
Romsted, L. S. J. Colloid. Interface Sci. 2012, 370, 73-79. 
(13) Lisete-Torres, P.; Losada-Barreiro, S.; Albuquerque, H.; Sánchez-Paz, V.; 
Paiva-Martins, F.; Bravo-Díaz, C. J. Agric. Food Chem. 2012, 60, 7318-7325. 
(14) Gunaseelan, K.; Romsted, L. S.; Pastoriza-Gallego, M. J.; González-Romero, E.; 
Bravo-Díaz, C. Adv. Colloid. Interf. Sci. 2006, 123-126, 303-311. 
(15) Pastoriza-Gallego, M. J.; Sánchez-Paz, V.; Romsted, L. S.; Bravo-Diaz, C. 
Progr Colloid Polym Sci 2011, 138, 33-38. 
 
  
 
 
 
4. Modelo Cinético 
de la  
Pseudofase 
  
Capítulo 4                                        Modelo Cinético de la Pseudofase  
                                                
 
 
64 
 
 
Región Micelar
KSDn + SW SM
Región Acuosa
 
4.1. MODELO CINÉTICO DE LA PSEUDOFASE EXTENDIDO A 
EMULSIONES. 
  
En su concepción original1-5, el modelo cinético de la pseudofase (MCP) 
presupone la existencia de dos pseudofases diferenciadas (esquema 4.1): la pseudofase 
micelar y la pseudofase acuosa, estando la pseudofase micelar uniformemente 
distribuida en la acuosa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 4.1.  Esquema básico de las dos pseudofases que componen un sistema micelar.       
Dn = [SurfactanteT] – CMC, representa la concentración de surfactante micelizado. 
 
 Un sustrato cualquiera se distribuye entre dichas pseudofases de acuerdo con el 
valor de la energía libre de Gibbs de transferencia, ∆G0T, normalmente expresada en 
términos de la constante de distribución o asociación del sustrato al agregado micelar, 
Ks. El modelo presupone que: 
 
1) Los valores de las constantes de equilibro y de las velocidades de reacción 
dependen de la composición y naturaleza de los agregados y de los reactivos. 
 
2) Las velocidades de formación y ruptura de los agregados micelares son 
mucho mayores que las de las reacciones térmicas. Los agregados se mueven 
continuamente en el seno acuoso, y son capaces de intercambiar 
componentes durante los choques entre ellos (que se consideran elásticos).  
3) Todos los componentes se transfieren de forma muy rápida de forma que se 
mantienen su distribuciones, es decir, el sistema se encuentra en equilibrio 
[ ]
[ ] [ ]nW
M
S DS
S
K
⋅
=
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dinámico y las concentraciones de los componentes y reactivos en las 
diferentes regiones son constantes en cualquier instante (aunque la de los 
reactivos disminuye con el tiempo). 
 
  En resumen, se presupone que la distribución de los sustratos es rápida en la 
escala de tiempos de su reactividad química, lo que en la práctica presupone el 
considerar que, de existir alguna reacción química, el sustrato se encontraría en 
equilibrio dinámico durante el transcurso de ésta. Como consecuencia, el sustrato puede 
reaccionar en ambas pseudofases siendo la velocidad de reacción global la suma de las 
velocidades en cada región. Más detalles se pueden encontrar en la bibliografía 
especializada.6,7 
   Conceptualmente, las emulsiones se pueden dividir en tres regiones diferenciadas: 
la región acuosa, oleaginosa e interfásica (esquema 4.2). El volumen de esta última 
región sería mucho menor que el de las otras dos fases y albergaría fundamentalmente al 
surfactante o emulsionante empleado, agua y aceite. Esta región interfásica resulta, en 
consecuencia, altamente anisotrópica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 4.2. Representación básica de las tres regiones de una emulsión que contienen 
un sustrato AO, cuya distribución viene definida por las constantes de partición POI y 
PAI. 
 
ΦO ΦI ΦA 
Interfase Región oleosa Región Acuosa 
AOO AOI AOA 
+ + + 
Reactivo Reactivo Reactivo 
Productos Productos Productos 
kA kI kO 
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  La aplicación de las ideas básicas del MCP a sistemas emulsionados conllevaría 
presuponer las siguientes hipótesis:8-13 
 
1) La distribución de un sustrato entre las distintas regiones se encuentra en 
equilibrio termodinámico y sólo depende de su solubilidad relativa en cada 
una de ellas (siempre y cuando no se supere el límite de solubilidad) y es 
independiente de que la emulsión sea O/A ó A/O y del tamaño de las gotas 
que componen la emulsión. 
 
  En emulsions de aceite en agua, los volúmenes de las regiones acuosa, 
oleosa e interfásica son mucho mayores que los volúmenes de los reactivos, 
y por tanto el volumen total se puede suponer igual a la suma de los 
volúmenes del aceite, agua e interfase. Las concentraciones de los reactivos 
suelen ser pequeñas, 10-5–10-3M, y por tanto el cambio en sus 
concentraciones no debe afectar significativamente a las propiedades de la 
emulsión. El surfactante se presupone que se localiza en la región interfásica 
y que, al ser sus fracciones en volumen pequeñas y mucho menores que las 
de la región acuosa u oleosa (ΦI =  VI / Vemulsion =  0.005-0.05 <<< ΦA ó ΦO) 
y su modificación tampoco debe de afectar significativamente a las 
propiedades de la emulsión. Como consecuencia, en el equilibrio los 
potenciales químicos de los reactivos en las diferentes regiones son iguales 
entre sí y su distribución puede ser definida por una constante de partición 
termodinámica P  entre dichas regiones, ecuaciones [4.1] y [4.2], en donde 
los paréntesis indican concentraciones en moles por litro de volumen de la 
región considerada, y los subíndices I, O y A representan las regiones 
interfásica, oleaginosa y acuosa, respectivamente.. 
 
       
( )
( )O
II
O AO
AOP =
     [4.1]  ( )( )A
II
A AO
AOP =
    [4.2]     
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  También suponemos que, al ser los volúmenes de los reactivos mucho 
menores que los del aceite, agua e interfase, su distribución depende 
únicamente de valor de dicho volumen y NO de la forma o tamaño de las 
gotas de la emulsión.  
 
 
2) La velocidad de reacción de cualquier sustrato (AO) entre las diferentes 
regiones no está limitada por la velocidad de transporte entre dichas 
regiones. Esta hipótesis supone, en la práctica, considerar que los sustratos se 
encuentran en equilibrio dinámico durante el transcurso de cualquier 
reacción química  que sufran. 
   
  McClements14 estimó que la difusión de moléculas como los radicales 
lipídicos o los hidroperóxidos no es limitante en la reacción de oxidación 
lipídica. Por tanto, se puede presuponer que las velocidades de las reacciones 
químicas no están limitadas por el transporte de materia entre las diferentes 
regiones de las gotas, y por tanto que la velocidad de reacción medida u 
observada es la sima de las velocidades en las regiones acuosa, oleosa e 
interfásica. 
 
De acuerdo con las hipótesis anteriores, la velocidad de reacción entre los iones 
16-ArN2+ y el antioxidante vendría dada por la suma de las velocidades en cada una de 
las regiones de la emulsión, ecuación [4.3]: 
 
 
[ ] [ ] [ ]
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) AAAAIIIIOOOO
TobsTT
AOArNkAOArNkAOArNk
ArNkAOArNkv
Φ⋅⋅−⋅+Φ⋅⋅−⋅+Φ⋅⋅−⋅=
=−⋅=⋅−⋅=
+++
++
222
222
161616
1616
 [4.3] 
            
donde k representa la constante de velocidad; las expresiones escritas entre corchetes    
[…] hacen refererencia a la concentración en mol por litro respecto del volumen total de 
la emulsión y las expresadas entre paréntesis (…) indican la concentración en mol por 
litro respecto del volumen de cada una de las regiones; el subíndice T indica la cantidad 
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estequiométrica o total y los subíndices O, I y A se refieren a las regiones orgánica, 
interfásica y acuosa del sistema, respectivamente; Ф es la fracción en volumen de cada 
fase y AO el antioxidante. 
 
Este esquema cinético se puede simplificar si tenemos presente que los iones 
arendiazonio empleados, 16-ArN2+, se comportan como surfactantes iónicos insolubles 
tanto en agua como en aceite15 y, en consecuencia, la zona reactiva de dichos iones        
(-N2+) se encuentra localizada en la interfase de la misma.16,17 Es, por tanto, en la región 
interfásica donde tendrá lugar la reacción entre 16-ArN2+ y el AO, con lo que la 
ecuación [4.3] se reduce a la ecuación [4.4]: 
 
[ ] [ ] [ ] ( ) ( ) IIIITobsTT AOArNkArNkAOArNkv Φ⋅⋅−⋅=−⋅=⋅−⋅= +++ 2222 161616    [4.4] 
  
 
 
Esquema 4.3. Representación 
esquemática de una emulsión; Φ 
indica la fracción en volumen para 
cada una de las mismas; AO es el 
antioxidante, P es la constante de 
partición, kI es la constante de 
velocidad para la reacción de los iones 
16-ArN2+, en la interfase y los 
subíndices O, I y W hacen referencia a 
las regiones orgánica, interfásica y 
acuosa, respectivamente. 
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  La fracción en volumen del surfactante viene dada por: 
 
       
AIO
I
I VVV
V
++
=Φ
  [4.5] 
en donde VI, VA y VO representan el volumen de las regiones interfásica, acuosa y 
oleaginosa, respectivamente. 
 
La fracción en volumen de fase orgánica, ΦO, y acuosa, ΦA, se definen de manera 
similar, de tal forma que: 
 
         
1=Φ+Φ+Φ AIO     [4.6] 
 
 El balance de masas del antioxidante y del ión arendiazonio viene dado por las 
ecuaciones [4.7] y [4.8]: 
 
[ ] ( ) ( ) ( )AAIIOOT AOAOAOAO Φ+Φ+Φ=  [4.7]     [ ] ( )IIT ArNArN ++ −Φ=− 22 1616  [4.8] 
 
Combinando las ecuaciones [4.1], [4.2] y [4.7], se llega a la siguiente expresión: 
 
   
( ) [ ]








Φ+Φ+Φ
⋅= I
ÓA
I
A
I
OI
I
AO
I
A
I
O
TI PPPP
PPAOAO
  [4.9] 
 
 Combinando las ecuaciones [4.4], [4.8] y [4.9] y teniendo presente que se trabaja 
en condiciones de pseudoprimer orden ( [AO] >>> [16-ArN2BF4]), la constante de 
velocidad observada vendría dada por la ecuación [4.10] : 
 
[ ] ( ) [ ] I
OA
I
O
I
A
I
AO
I
O
I
AIT
IITobs PPPP
PPkAOAOkAOkk
I
Φ+Φ+Φ
=== 2    [4.10] 
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Matemáticamente, la ecuación [4.10] responde al tipo de la [4.11], y la inversa de 
kobs responde al tipo de la [4.12], en donde a y b vienen dadas por las ecuaciones [4.13] 
y [4.14]:  
 
kobs=a/(1+bΦI)   [4.11]                 Iobs abak Φ+= 11    [4.12] 
 
( )
1
1
−
ΦΦ+
ΦΦ+
= I
OOA
I
A
OA
I
O
I
A
PP
PPb     [4.13]      [ ] ( )I
OOA
I
A
OA
I
O
I
AIT
PP
PPkAO
a
ΦΦ+
ΦΦ+
=
1
   [4.14] 
 
Analizando estas ecuaciones, las constantes de partición  POI y PAI se pueden 
obtener a partir de la ecuación [4.13] de dos formas distintas:  
 
  Para obtener POI y PAI se necesitan dos valores de b (ecuación [4.13]) para 
así, resolver un sistema con dos incógnitas las cuales son precisamente estas constantes 
de partición. Los dos valores de b se pueden obtener a partir del estudio de las 
variaciones de kobs con ΦI para, al menos, dos valores del cociente ΦA/ΦO.  
 
  Por otra parte,  el cociente de las constantes de partición POI y PAI, ecuaciones 
[4.1] y [4.2], representa el valor de la constante de partición entre las fases acuosa y 
oleaginosa (PAO), ecuación [4.15]. 
 
( ) ( )
( ) ( )
( )
( )A
O
OI
AI
I
O
I
AO
A AO
AO
AOAO
AOAO
P
P
P ===   [4.15] 
 
De esta manera, también se pueden determinar las constantes de partición POI y 
PAI a partir de la medida experimental de la constante de partición PAO, que representa la 
constante de partición del antioxidante en un sistema binario agua-aceite en ausencia de 
emulsionante, requiriendo conocer un solo valor de b (ecuación [4.13]) que se 
determina a partir de la variación de kobs con ΦI para un valor de ΦA/ΦO determinado. 
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I
OA
I
O
I
A
I
AO
I
AO
O PPPP
P
AO
I
Φ+Φ+Φ
Φ
=
100%  
Una vez determinadas las constantes de partición, se puede determinar kI, que 
representa la constante de velocidad bimolecular para la reacción que tiene lugar entre 
16-ArN2+ y el antioxidante en la interfase, empleando la ecuación [4.14]. 
 
El porcentaje de antioxidante presente en cada una de las fases se puede obtener, a 
partir de las ecuaciones [4.16]-[4.18]. 
 
 
        
    
   
 [4.16] 
                                                                                                                                                                               
 
 
 
 
     [4.18] 
 
 
 
4.2. SIMPLIFICACIONES DEL MODELO. 
 
 
En aquellas situaciones en las que la solubilidad de un antioxidante determinado 
(AO) es muy baja en una de las regiones del sistema emulsionado, la determinación de 
las constantes de partición puede estar sujeta a un gran error, ya que ello implicaría que 
una de las constantes de partición es mucho mayor que la otra. 
 
En estos casos, el modelo de la pseudofase anteriormente desarrollado puede 
simplificarse presuponiendo que la concentración del AO en una de las regiones es 
prácticamente nula, lo que simplifica enormemente el tratamiento matemático e 
interpretación de los datos. 
I
OA
I
O
I
A
I
AO
I
O
I
AI
I PPPP
PP
AO
I
Φ+Φ+Φ
Φ
=
100%  
I
OA
I
O
I
A
I
AO
I
OA
A PPPP
P
AO
I
Φ+Φ+Φ
Φ
=
100%  
[4.17] 
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Así, suponiendo que la distribución tiene lugar fundamentalmente entre las 
regiones acuosa-interfásica (es decir, que la solubilidad del AO en la región oleosa sea 
nula), la concentración total de AO, definida en la ecuación [4.7], se reduce a la 
ecuación [4.19]: 
 
[ ] AAIIT AOAOAO Φ+Φ= )()(         [4.19] 
 
 
 
Esquema 4.4. Representación esquemática de 
una emulsión; Φ indica la fracción en volumen 
para cada una de las mismas; AO es el 
antioxidante, P es la constante de partición, kI 
es la constante de velocidad para la reacción de 
los iones 16-ArN2+, en la interfase y los 
subíndices O, I y W hacen referencia a las 
regiones orgánica, interfásica y acuosa. 
 
 
Sustituyendo la ecuación [4.2] en la ecuación [4.19] se obtiene la ecuación 
[4.20]: 
              
[ ]
A
I
AI
I
AT
I P
PAOAO
Φ+Φ
=)(     [4.20] 
 
Sustituyendo esta ecuación en la ecuación [4.8] se obtiene la expresión que 
relaciona la constante de velocidad observada  con la constante de partición del AO 
entre las regiones acuosa-interfásica, ecuación [4.21]: 
 
                 
[ ]
A
I
AI
I
ATI
obs P
PAOkk
Φ+Φ
=       [4.21] 
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Matemáticamente, la ecuación [4.21] es del tipo de la ecuación [4.22] : 
 
I
A
I
A
I
A
I
A
TI
obs b
ba
P
PAOk
k
Φ+
=
Φ
Φ+
Φ
=
1
·
·1
]··[
    [4.22] 
 
donde los parámetros a y b vienen definidos por las ecuaciones [4.23] y [4.24] : 
 
A
I
APb
Φ
=     [4.23]      ]·[ TI AOka =   [4.24] 
 
La ecuación [4.22] predice, además, que la variación de 1/kobs frente a ΦI 
(ecuación [4.25]) debería ser lineal, con una ordenada en el origen de 1/(a·b) y una 
pendiente de 1/a. 
                I
obs abak
Φ+= 1
·
11
       [4.25] 
 
De la representación lineal de 1/kobs frente a ΦI se puede obtener de la pendiente, 
el valor de kI y combinando la pendiente con el valor de la ordenada en el origen, el 
valor de PAI. 
 
         )/()( ordenadapendienteP AIA Φ=  [4.26] 
  
La fracción de antioxidante presente en la fase acuosa e interfase del sistema viene 
dada por las ecuaciones [4.27] y [4.28], respectivamente. 
 
                       
[ ]
[ ]T
A
A AO
AOAO 100% =
      [4.27]          [ ][ ]T
I
I AO
AOAO 100% =
     [4.28] 
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A
I
AI
A
A P
AO
Φ+Φ
Φ
=
100%
    [4.29] 
Teniendo en cuenta que [AOI] = (AOI)ΦI  y que  [AOA] = (AOA)ΦA, se llega a 
las ecuaciones [4.29] y [4.30], que permiten conocer la distribución de un antioxidante 
entre las fases acuosa e interfase de un sistema emulsionado. 
 
 
 
                   
 
 
 
Para aquellos casos en los que la distribución tenga lugar fundamentalmente entre 
las regiones orgánica-interfásica, es decir, en aquellos casos en los que la concentración 
de AO en la fase acuosa es despreciable, se puede obtener siguiendo el mismo 
procedimiento una expresión que relaciona la constante de velocidad observada con la 
constante de partición del AO entre las regiones orgánica-interfásica, ecuación [4.31]. 
Esta ecuación [4.31] se puede linealizar llegando así a la ecuación [4.32]. 
 
[ ]
O
I
OI
I
OTI
obs P
PAOkk
Φ+Φ
=       [4.31]               [ ] [ ]TI
I
I
OTI
O
obs AOkPAOkk
Φ
+
Φ
=
1
  [4.32] 
     
  
De la representación lineal de 1/kobs frente a ΦI se puede obtener de la pendiente, 
el valor de kI y combinando la pendiente con el valor de la ordenada en el origen, el 
valor de POI. 
       )/()( ordenadapendienteP OIO Φ=   [4.33] 
 
De esta forma, el porcentaje de AO en estas regiones vendrá dado por las 
ecuaciones [4.34] y  [4.35]. 
 
    
 
 
 
A
I
AI
I
AI
I P
PAO
Φ+Φ
Φ
=
100%    [4.30] 
O
I
OI
O
O P
AO
Φ+Φ
Φ
=
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   [4.34] 
O
I
OI
I
OI
I P
PAO
Φ+Φ
Φ
=
100%    [4.35] 
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5.1. INSTRUMENTACIÓN 
 
 
Las medidas experimentales realizadas fueron llevadas a cabo, 
fundamentalmente, en un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-Vis equipado con un 
portacubetas múltiple termostatizado a través de un flujo de agua procedente de un baño 
termostático Julabo F12-ED, manteniendo constante la temperatura impuesta con un 
margen de error de ± 0.1ºC. A su vez, el equipo está conectado a un ordenador que va a 
facilitar la recogida de datos para su posterior tratamiento con distintos programas 
informáticos. Las cubetas utilizadas fueron de cuarzo de 1 cm de paso óptico. 
 
 Las medidas de pH se realizaron con un pHmetro Metrohm (Mod 744) 
equipado con un electrodo de membrana de vidrio de baja resistencia óhmica y con una 
termosonda. Previamente a la medida de pH, el pHmetro se calibra  con disoluciones 
reguladoras de la propia casa comercial, pH 4.01 y pH 7.00, a 25ºC. 
 
 Otra instrumentación que ha sido empleada: 
 
• Homogenizador Polytron® PT 1600 E System, equipado con un rotor PT-DA 
1612/2EC (φ 12 mm) 
• Centrífuga P Selecta®, Angular 6 tubos, “Cemcom”, hasta 3600 r.p.m. 
• Balanza analítica AND mod. HM-200. 
• Termostato Julabo F34  con regulador de temperatura. 
• Termostato con agitación cónica incorporada "Heidolph Inkubator 1000 y 
Heidolph Unimax 1010". 
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5.2. REACTIVOS Y PREPARACIÓN DE DISOLUCIONES 
 
5.2.1. Reactivos. 
 
 Reactivos utilizados en la síntesis de 16-ArN2BF4. 
• Acetonitrilo 99.8% (C H3CN), Merck 
• n-butil-nitrito 95% (CH3(C H2 ) 3ONO, Aldrich 
• Éter etílico 99.7% (C2H5OC2H5), Panreac 
• 4-hexadecilanilina, 97% (CH3(CH2)15C6H4NH2), Aldrich 
• Tetrahidrofurano 99.8% (C4H8O), Panreac 
• Trifluorboro eterato 99.8 % ((C2H5)2O·BF3), Aldrich 
 
 
 Antioxidantes. 
• Ácido cafeico 99% (C9H8O4), Sigma-Aldrich 
• Catecol 99% (C6H6O2), Sigma-Aldrich 
• Catequina 99% (C15H14O6), Sigma-Aldrich 
• Resveratrol 99% (C14H12O3), Sigma-Aldrich 
 
 Reactivos utilizados en la reacción de derivatización. 
• n-(1-Naftil)-etilendiamina dihidroclorado 98% (C12H14N2), 
Aldrich 
 
 Reactivos utilizados en el estudio de la actividad radicalaria de 
los antioxidantes estudiados 
• DPPH· (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (C18H12N5O6), Aldrich 
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 Emulsionantes utilizados en la preparación de las emulsiones. 
• Tween 20 (C58H114O26), Fluka 
• Tween 80 (C64H124O26), Fluka 
• Span 80 (C24H44O6), Fluka 
 
 Otros Reactivos o productos empleados. 
• Aceite de maíz (libre antioxidantes), Across 
• Aceite de oliva comercial 
• Aceite de soja comercial 
• Acetona 99.5% (C3H6O), Riedel-deHäen 
• Acetato de sodio anhidro (CH3COONa), Panreac 
• Ácido acético glacial (CH3COOH), Panreac 
• Ácido cítrico 99% (C6H8O7·H2O), Merck 
• Ácido clorhídrico 37% (HCl), Riedel-deHäen 
• Ácido meldrum (C6H8O4), Aldrich 
• Alúmina (actividad I, 0.063-0.200 mm), MercK 
• p-Anisidina 99% (CH3OC6H4NH2), Aldrich 
• APPH (2,2’-azo-bis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride) 
97% ([=NC(CH3)2C(=NH)NH2]2·2HCl), Aldrich 
• Cloruro de sodio 99%  (NaCl), Riedel-deHäen 
• Etanol 99,7% (CH3CH2OH), Scharlau 
• Gel de sílice 60 (0.040-0.063 mm) para relleno de columnas 
cromatográficas a media presión, Merck 
• Metanol 99,8% (CH4O), Riedel-deHäen  
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5.2.2. Preparación de disoluciones. 
 
Todas las disoluciones se prepararon utilizando agua Milli-Q con una restividad 
de 18.2 MΩ·cm. 
 
Las disoluciones de los iones 4-hexadecilbencendiazonio, 16-ArN2+, se 
prepararon por pesada directa del producto en un tubo eppendorf de color topacio y 
posterior disolución en 1 mL de acetonitrilo. Las disoluciones así preparadas se 
conservan a muy baja temperatura en la oscuridad y se renuevan periódicamente para 
minimizar su descomposición1. 
    
La disolución del agente copulante n-1-Naftil-etilendiamina (NED) fue 
preparada disolviendo el producto comercial en una mezcla butanol:etanol (50:50, v/v). 
Estas disolución así preparada es almacenada en un recipiente de plástico y se mantiene 
en ausencia de luz, para minimizar su fotodescomposición. 
 
Las disoluciones tampón cítirico-citrato se han preparado determinando el 
volumen necesario de ácido cítrico comercial 99% y  la cantidad necesaria de citrato de 
sodio 99% para obtener el pH deseado. La acidez (pH) de estas disoluciones se ha 
determinado mediante medidas  potenciométricas. 
 
5.2.3. Síntesis de la sal de arenodiazonio. 
  
La sal de diazonio utilizada (4-hexadecilbencenodiazonio tetrafluorborato, 16-
ArN2BF4) no es comercial por lo que se ha llevado a cabo su síntesis mediante un 
método anhidro estándar2. 
 
Para ello se introducen 4.5 mL de BF3·Et2O en un vaso de precipitados que se 
mantiene en un baño de hielo-acetona (-15ºC). Por otra parte, se disuelven 2.54g de 4-
hexadecilanilina en el mínimo volumen de tetrahidrofurano (THF) y esta disolución se 
añade sobre el volumen de BF3·Et2O medido, agitando continuamente. A la mezcla 
resultante se le añade gota a gota 3.3 mL de n-butil nitrito (BuONO) para iniciar la 
  
Capítulo 5                                                                                   Experimental 
 
 
80 
 
reacción de diazotación. Al instante de añadir el BuONO, se observa la formación de un 
precipitado, lo que indica que la reacción de diazotación está teniendo lugar.  
 
Una vez añadido todo el BuONO, la mezcla de la reacción se introduce en un 
baño de agua-hielo durante 20 minutos, para asegurar que la reacción se completa.   
 
Transcurrido ese tiempo, se procede a la purificación de la sal obtenida 
añadiendo acetonitrilo hasta conseguir disolverla completamente y, una vez disuelta, se 
añade éter etílico, gota a gota, hasta su total precipitación. A continuación, se filtra a 
vacío dicho precipitado y se recristaliza tres veces con acetonitrilo y éter etílico frío. El 
producto final, una vez filtrado, se introduce en un desecador conectado a vacío. 
  
El producto obtenido, un sólido cristalino de color blanco, se almacena en las 
adecuadas condiciones de sequedad, luminosidad y temperatura con el fin de minimizar 
su descomposición1. La sal de diazonio así obtenida, se recristaliza periódicamente para 
garantizar su pureza.  
  
La síntesis de esta sal de diazonio ha sido realizada varias veces a lo largo del 
desarrollo de este trabajo obteniendo rendimientos típicos de 75-85% (esquema 5.2.1.) y 
caracterizándola  por UV-Vis y RMN, presentando su espectro UV-Vis un máximo de 
absorbancia a 280 nm, típico de los compuestos de diazonio sustituidos en posición 
para.  
 
 
 
 
 
Esquema 5.2.1.  Representación básica de la reacción de diazotación que da lugar a la 
obtención de la sal de arenodiazonio 16-ArN2BF4. 
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5.2.4. Síntesis del hidroxitirosol y acetato de hidroxitirosol. 
 
 El hidroxitirosol ha sido sintetizado a partir del ácido 3,4-dihidroxifenilacético 
siguiendo el procedimiento seguido por Baraldi et al.3 obteniendo rendimientos del 
orden del 78% y su estructura fue caracterizada por RMN. 
 
 
Esquema 5.2.2. Esquema de reacción  para la síntesis de hidroxitirosol. 
 
 El acetato de hidroxitirosol fue sintetizado siguiendo el procedimiento descrito 
en la bibliografía4 a partir del hidroxitirosol obteniendo rendimientos del 75% y 
caracterizado por RMN. 
 
K2CO3
Reflujo
HO
OH
OH
Hidroxitirosol
BzBr
BzO
OBz
OH
CH3COOH
DCC
p-TSA
Acetato de hidroxitirosol
BzO
OBz
OCOCH3
Pd-C 10%
1,4-ciclohexadieno
CH3COOHHO
OH
OOCH3
BzBr = Bromuro de bencilo
DCC = Diciclohexilcarbodiimida
p-TSA = ácido p-toluensulfónico
 
Esquema 5.2.3. Esquema de reacción  para la síntesis de acetato de hidroxitirosol. 
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H1 R1= C8H17; R2= H 
H2 R1= C10H3; R2= H 
H3 R1= C12H25; R2= H 
H4 R1=C14H29; R2= H 
C1 R1= CH3; R2= OH 
C2 R1= C2H5; R2= OH 
C3 R1= C3H7 R2= OH 
C4 R1= C4H9 R2= OH 
C6 R1= C6H13; R2= OH 
C8 R1= C8H17; R2= OH 
C10 R1= C10H21; R2= OH 
C12 R1= C12H25; R2= OH 
C14 R1- C14H29; R2= OH 
C16 R1- C16H33; R2= OH 
 
 
R1
O
O
O
O
H
Monomalonato
Piridina
HO
R2
O
O R1
Cinamato
b-alanina
+
HO
R2
CHO
Derivado do benzaldeido
5.2.5. Síntesis de los derivados del ácido cinámico de cadenas alquilo largas.  
 
 Los cinamatos fueron sintetizados en los laboratorios de Química y Bioquímica 
de la Universidad de Porto por la alumna Marlene Pereira Costa siguiendo el 
procedimiento descrito por Menezes et al5 (esquema 5.2.4),   a través de una reacción de 
condensación de Knoevenagel modificada por Verley-Doebner6-8, cuyo mecanismo se 
describe en el esquema 5.2.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 5.2.4.  Síntesis de 
los cinamatos de cadena 
alquilo larga. 
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O H
R2
R3
+ NH2 OH
O
R2
R3
C HOH
NH
C
O
OH
R2
R3
C H
N
C OH
O
+ H2O
Formación de la imina
+
N
OHO
O O
H
R1 OHO
O O
R1
OHO
O O
HH
R1
H
Formación del enolato
OHO
O O
H
R1
R2
R3
C H
N
C OH
O
+
N
R2
R3
HC CH
N
C OH
O
OH
O
O O
+
N
CO2
NH2
R2
R3
O
O R1
OH
O
R1
H
Ataque del ión enolato a la imina
 
Esquema 5.2.5. Mecanismo de síntesis para la formación de los cinamatos a través de 
la condensación de Knoevenagel modificada por Verley-Doebner. 
 
  
Capítulo 5                                                                                   Experimental 
 
 
84 
 
Tal y como se puede observar en los esquemas 5.2.4 y 5.2.5, para sintetizar los 
cinamatos de cadena larga fue preciso previamente sintetizar los manomalonatos. 
 
• Síntesis de Monomalonatos 
 
 Los manolatos fueron sintetizados haciendo reaccionar el correspondiente 
alcohol con el ácido Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona) de acuerdo con el 
procedimiento descrito por Menezes et al5 (esquema 5.2.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 5.2.6.  Síntesis de los malonatos de cadena alquilo larga. 
 
 
 Para ello, en un balón se pesaron cantidades equimolares (2 mmol) de alcohol y 
del ácido Meldrum y se adicionaron 5 mL de tolueno poniendo la mezcla a reflujo 
durante 4 horas. Una vez finalizada la reacción, se dejó alcanzar temperatura ambiente, 
se adicionó 10 mL de tolueno y se procedió a realizar tres extracciones de la fase 
orgánica con 30 mL de una disolución de bicarbonato de sodio saturada para finalmente, 
neutralizar los extractos con ácido clorhídrico 1M (pH 1). Con esta muestra se extrajo la 
fase acuosa realizando nuevamente tres extracciones de 30 mL de éter etílico, se secó 
añadiendo sulfato sódico anhidro, se filtró a vacío para finalmente, evaporar el 
disolvente. Los rendimientos obtenidos fueron del 54% al 90 %. 
 
 Todos los compuestos así sintetizados fueron analizados y caracterizados por 
cromatografía de capa fina (TLC), 1H-RMN y 13C-RMN (véase caracterización 
1 R1= CH3 
2 R1= C2H5 
3 R1= C3H7 
4 R1= C4H9 
5 R1= C6H13 
6 R1= C8H17 
7 R1= C10H21 
8 R1= C12H25 
9 R1- C14H29 
10 R1- C16H33 
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espectroscópica en apéndice 9.1). Los resultados de la caracterización espectroscópica 
para cada uno de los compuestos sintetizados están de acuerdo con los que se pueden 
encontrar en la bibliografía5.  
 
• Síntesis de cinamatos de cadena alquilo larga 
 
 En un balón se pesaron cantidades equimolares del correspondiente malonato 
sintetizado anteriormente (1g) y del correspondiente derivado benzaldeído, 37 mg de β-
alanina y 2,5 mL de piridina, poniendo la mezcla a reflujo (T = 40ºC).  Los 
rendimientos obtenidos varían de un 40-88% en función del cinamato. 
 
 Todos los compuestos fueron purificados por cromatografía en columna 
utilizando sílica gel (∼300g) como fase estacionaria y acetato de etilo/éter de petróleo 
(1:1) como eluyente. La purificación se siguió por TLC utilizando el mismo eluyente de 
columna. 
 
 Además, todos los compuestos fueron analizados y caracterizados por  1H-RMN, 
13C-RMN y espectroscopía de ionización de masas electospray (ESI-MS), estando de 
acuerdo los espectros obtenidos con los descritos en la bibliografía, (véase 
caracterización espectroscópica en apéndice 9.2).5,9 
 
 
5.2.6. Obtención de aceite libre de antioxidantes: fenoles y tocoferoles.  
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Todos los aceites comestibles (aceite de maíz, aceite de oliva y aceite de soja) 
contienen isómeros α-, β-, γ-, δ- tocoferoles en diferentes cantidades y en diferentes 
proporciones así como otros compuestos fenólicos que pueden interferir en los 
experimentos de la distribución de los antioxidantes y también, en su actividad en 
emulsiones preparadas con estos aceites. Por este motivo, se consideró  muy 
conveniente la utilización de aceites libres de antioxidantes y para ello se llevó a cabo 
un procedimiento experimental basado en: 
1. Extracción de los compuestos fenólicos presentes a través de sucesivas 
extracciones líquido-líquido. 
2. Extracción de los tocoferoles haciendo pasar este aceite por una columna 
de alúmina bajo presión de nitrógeno. 
 
Extracción de compuestos fenólicos 
 
Se han extraído los compuestos fenólicos presentes en el aceite de oliva 
comercial a través de un proceso de extracción líquido-líquido10 de acuerdo con el 
Método 2.432 de la IUPAC utilizando, para ello, una disolución de NaOH 0.5M. Se 
introduce 1L de aceite comercial (aprox. 820g teniendo en cuenta la densidad del aceite) 
en un embudo de decantación de 2 L y se realizan 4 extracciones (4 X 300 mL) con 
NaOH 0.5M. 
 
 En la primera extracción (es decir, añadidos los primeros 300 mL de NaOH) se 
observa una coloración rojiza de la fase acuosa (localizada en la parte inferior del 
embudo), veáse esquema 5.2.7., indicativa de la ionización de los fenoles presentes en el 
aceite. Además,  es necesario agitar varias veces el embudo para favorecer el contacto 
directo de las fases y facilitar, así, la transferencia de los compuestos fenólicos de la 
fase orgánica a la acuosa. Separadas las dos fases, se extrae la fase acuosa, que se 
desecha, y se centrifuga la fase oleosa durante 5 minutos a 2500 r.p.m con el fin de 
eliminar completamente la fase acuosa que pueda estar presente en el aceite. El extracto 
oleoso obtenido tras este proceso de centrifugación se introduce en el embudo de 
decantación para proceder a las siguientes extracciones con NaOH. En estas 
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extracciones se observa que la fase acuosa presenta cada vez una coloración rojiza más 
tenue, indicativa de una menor presencia de compuestos fenólicos.  
 
La fase oleosa resultante de las anteriores extracciones se introduce, 
nuevamente, en el embudo de decantación de 2L y se procede a realizar otra extracción 
con una disolución de HCl 0.5M (2 X 200 mL) con la finalidad de eliminar el exceso de 
base (NaOH) que pueda estar presente en el aceite.  En la segunda extracción con HCl 
0.5M, tras extraer la fase acuosa del embudo, se centrifuga la fase oleosa durante 5 min 
a 2500 r.p.m. para eliminar completamente los restos de fase acuosa que puedan estar 
presentes. 
 
 Seguidamente, se lleva a cabo otra serie de extracciones con una disolución 
saturada de NaCl (5 X 200 mL), realizando en la quinta extracción un posterior proceso 
de separación por centrifugación. 
 
Finalmente, la fase oleosa resultante se introduce en un matraz erlenmeyer y se 
adiciona sulfato sódico anhidro para eliminar los restos de agua que puedan quedar para, 
posteriormente, proceder a su filtración a vacío. 
 
El aceite resultante de este proceso se mantuvo en el congelador hasta su 
posterior tratamiento para la eliminación de los tocoferoles. 
 
 Extracción de los tocoferoles. 
 
Los tocoferoles que están presentes en el aceite de oliva son extraídos siguiendo 
el procedimiento descrito por Yoshida11 con pequeñas modificaciones. Para ello, es 
necesario preparar una columna cromatográfica con alúmina como fase estacionaria.  
 
Se activan 300g de alúmina (Aluminium oxide 90 active neutral, 0.056-0.200 
mm, Merck), procediendo a su lavado con abundante agua desionizada para después, 
filtrarla a vacío y secarla en una mufla a T = 200ºC. 
  
Capítulo 5                                                                                   Experimental 
 
 
88 
 
Activada la alúmina, se prepara la columna cromatográfica colocando en la parte 
inferior de la misma una pequeña cantidad de lana de vidrio para, después, añadir 
aproximadamente 300g de alúmina. Una vez preparada y compactada, se hace pasar el 
aceite de oliva a través de ella bajo presión de nitrógeno y se recoge en un matraz 
kitassato que se encuentra conectado a una bomba de vacío. Tanto la columna como el 
matraz  kitassato se tapan con papel de aluminio para evitar posibles oxidaciones del 
aceite por efecto de la luz. 
El aceite resultante de este proceso está libre de tocoferoles, los cuales han 
quedado retenidos en la fase estacionaria. La correcta eliminación de los tocoferoles se 
ha verificado llevando a cabo un posterior análisis por HPLC, utilizando como fase 
móvil hexano/isopropanol (99.5/0.5) con una velocidad de flujo de 1 mL/min y un 
detector de fluorescencia (λexcitación = 290 nm, λemisión = 330 nm), método IUPAC 2.432. 
 
 
Esquema 5.2.7.  Procedimiento experimental seguido para la eliminación de los fenoles 
y tocoferoles presentes en un aceite comercial. 
Extracción 
 Líquido-Líquido 
4 X 300 mL 
NaOH 0.5M 
Fase Orgánica (FO) 
Centrifugación 
5min (2500 r.p.m.) 
FO 
FO 
Extracción 
 Líquido-Líquido 
 Extracción 
 Líquido-Líquido 
2 X 200 mL 
HCl 0.5M 
 Extracción 
 Líquido-Líquido 
 Centrifugación 
5min (2500 r.p.m.) 
FO 
5 X 200 mL 
NaCl sat 
 Centrifugación 
5min (2500 r.p.m.) 
 
Aceite libre de 
compuestos 
fenólicos 
4 X 300 mL 
NaOH 0.5M 
Aceite libre de 
tocoferoles 
Columna alúmina 
Bajo presión de N2 
Análisis 
HPLC 
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5.2.7. Preparación de las emulsiones. 
 
Las emulsiones se han preparado mezclando aceite de maíz/oliva/soja (libres de 
antioxidantes) y agua acidulada (tamponada con ácido cítrico- citrato de sodio) en 
diferentes proporciones (habitualmente 1:9 ó 4:6 sobre un volumen total de emulsión de 
10 mL) y una fracción determinada de emulsionantes no iónico Tween 20.  
 
Tal y como se indica en el esquema 5.2.8., para formar la emulsión se aplica una 
agitación constante durante 60 s con un homogeneizador Polytron PT 1600 E 
(velocidad 20.000 r.p.m.) llegando a formar una mezcla heterogénea, opaca y de aspecto 
lechoso. Esta mezcla se introduce a una celda termostatizada a la temperatura deseada 
manteniendo la agitación magnética constante para minimizar la separación de las fases.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 5.2.8.  Preparación de una emulsión aceite/agua (O/A). 
 
 Pesada gramos 
antioxidante y  
emulsionante 
 Adición fase orgánica 
y acuosa 
 Agitación 
1 min 
 Se transfiere a una 
celda termostatizada y 
con agitación continua 
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5.3. METODOLOGÍA 
 
 
5.3.1. Determinación de la constante de partición  PAO de antioxidantes en sistemas 
binarios aceite/agua. 
 
 La constante de partición  PAO de un antioxidante en una mezcla binaria 
representa el cociente de las constantes de partición de dicho antioxidante entre las 
regiones acuosa-interfásica (PAI) y oleaginosa-interfásica (POI) de una emulsión, por lo 
que su determinación experimental permite obtener el valor del cociente de dichas 
constantes de partición lo que puede resultar muy útil a la hora de determinar su 
distribución. 
 Este valor se puede obtener de forma experimental aplicando un método de 
análisis directo basado en la realización de medidas espectrofotométricas permitiendo 
cuantificar la cantidad de antioxidante presente en cada fase de forma independiente. 
   
Para la determinación de PAO se prepara una mezcla binaria 4:6 (VT = 10 mL) de 
aceite (maíz/oliva/soja, libres de antioxidantes) y agua acidulada (tampón cítrico-citrato 
0.04M pH 3.65) y en la que se disuelve el antioxidante (los hidrófilos en la fase acuosa 
y los hidrófobos en el aceite), siendo la concentración final de antioxidante ∼3.·10-3M 
respecto al volumen total de la mezcla. Esta mezcla se termostatiza a la temperatura de 
trabajo y se agita con el homogeneizador Polytron durante 60s, transfiriéndose la 
mezcla a un tubo de centrífuga.  
 
Al tiempo, se prepara otra mezcla binaria 4:6 (aceite / tampón cítrico-citrato de 
sodio 0.04M pH 3.65) sin antioxidantes, que se emplea para obtener  curvas de 
calibración y minimizar, así, el posible efecto matriz  del aceite (que presenta una banda 
de absorción a la longitud de onda seleccionada para determinar los antioxidantes).  
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Ambas mezclas se 
centrifugan durante 45 min a la 
máxima velocidad posible para 
proceder a la separación 
inmediata de las fases. 
Separadas las fases, se extraen 
alícuotas de las fases orgánica y 
acuosa, respectivamente, con la 
ayuda de una jeringa y de una 
aguja de punción que dispone de 
una punta cónica tapada con un capilar en su interior.  
 
Una alícuota (habitualmente 30 µL) tanto de la fase orgánica como de la fase 
acuosa de la mezcla que contiene antioxidante se introduce en una cubeta de cuarzo que 
contiene 2.7 mL  de una mezcla butanol:etanol (50:50, v/v), mezcla que permite que 
tanto el aceite como el agua se disuelvan dando lugar a la formación de una mezcla 
homogénea y transparente, lo que permite la realización de medidas 
espectrofotométricas. 
 
Con el fin de cuantificar las concentraciones de antioxidante en cada una de las 
fases, se han preparado curvas  de calibración absorbancia-concentración para cada 
antioxidante utilizando como disolvente tampón cítirco-citrato 0.04M pH 3.65 o mezcla 
butanol:etanol (50:50, v/v), en función de la solubilidad del antioxidante. Para ello, fue 
necesario preparar una disolución patrón de antioxidante ([AO]∼0.018 M) en 1.5 mL de 
tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.65  o  en  una mezcla butanol:etanol (50:50, v/v).  
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Esquema 5.2.9. Procedimiento experimental seguido para la obtención de PAO . 
       
 
 
 
En todos los estudios realizados, la concentración de antioxidante presente en 
cada una de las fases de una mezcla binaria aceite/agua se ha obtenido como media de la 
realización de tres réplicas.  
 
 
5.3.2. Método de derivatización: formación de un colorante. 
 
 
Para determinar las constantes de velocidad para la formación de los productos 
de reacción se ha empleado un método de derivatización12,13 que, básicamente, consiste 
en hacer reaccionar a los iones arenodiazonio con un agente copulante para dar lugar a 
A. 6 mL cítrico/citrato 
0.04M pH 3.65 / 
4 mL de Aceite / 
∼4·10-3M AO 
B. 6 mL cítrico/citrato 
0.04M pH 3.65 / 
 4 mL de Aceite 
A B 
 
 
 
 
A B 
2. Tiempo agitación 60s 
% AO en fase acuosa 
% AO en fase orgánica 
PAO 
4. Extracción de fases 
3.  Centrifugación 45  min 
4.  Medida espectrofotométrica 
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la formación de un colorante azoico estable, consiguiendo de esta forma paralizar la 
reacción con el antioxidante objeto de estudio. 
 
Para que este método de derivatización sea útil para fines cinéticos es de vital 
importancia garantizar que la velocidad de la reacción de los iones ArN2+ con el agente 
copulante sea mucho mayor que la reacción de los iones ArN2+ con otros reactivos, de 
tal forma que la concentración de colorante formado refleje la concentración de sal que 
no ha reaccionado por otras vías hasta ese instante.12 Para lograr este requisito se 
necesitó optimizar una serie de variables que dependen, en gran medida, del medio de 
reacción y las condiciones experimentales bajo las que transcurre la reacción de los 
iones ArN2+. 
 
Para la elección del agente copulante más idóneo (esquema 5.2.10), un primer 
análisis muestra que la mayor parte de los experimentos que se planean realizar se harán 
en medios ácidos. Además, sería muy conveniente no tener que modificar la acidez del 
medio con el fin de minimizar reacciones competitivas entre los iones ArN2+ con los 
iones hidroxilo. Asimismo, es necesario tener presente la solubilidad del agente 
copulante en los medios de reacción empleados. 
 
 
 
 
 
Esquema 5.2.10. Estructuras moleculares de agentes copulantes típicos. 
 
 
 Una evaluación de las variables anteriores llevó a la utilización del agente 
copulante el NED (N-1-Naftiletilendiamina) que da lugar a la formación de un colorante 
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azoico estable en medios ácidos cuyo espectro de absorción presenta un máximo a 572 
nm. 
 
 
Figura 5.2.1.  Espectro del colorante 
azoico formado tras la reacción entre 16-
ArN2+  y  NED en medio emulsionado. 
Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 
(aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de 
sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI 
(Tween 20) = 0.010, [16-ArN2+] = 2.02·10-
5M, [NED] =0.02M. 
 
 
 
5.3.3. Determinación de las constantes de velocidad observada (kobs) empleando un 
método de derivatización. 
 
 
 En un experimento típico, una vez preparada la emulsión, ésta se transfiere a una 
celda encamisada, se termostatiza a una temperatura de T = 25ºC y se mantiene bajo 
agitación magnética continua con el fin de minimizar la separación de fases y favorecer 
la perfecta distribución de los compuestos que se adicionen. Simultáneamente, se 
termostatizan a la misma temperatura una serie de tubos de ensayo que contienen 2.5 
mL de una disolución de NED 0.02M, previamente preparada en mezcla butanol:etanol 
(50:50, v/v). 
 
 Una vez alcanzada la temperatura de trabajo tanto en la celda como en los tubos 
de ensayo, se adiciona una alícuota de 16 µL de una disolución de 16-ArN2+ 0.1723M a 
la emulsión. En este momento se inicia su reacción con el antioxidante presente en la 
emulsión ([16-ArN2+]<<<[Antioxidante]), y se comienzan a extraer alícuotas de 200 µL 
de emulsión a distintos tiempos de reacción, convenientemente distribuidos, que se 
 N2+
 
+  
NED 
λ = 572  nm 
λ /nm
500 520 540 560 580 600 620 640 660
A
0
0.2
0.4
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adicionan sobre cada uno de los tubos de ensayo que contienen la disolución de NED 
termostatizada, observándose la rápida formación del colorante azoico. Una vez 
finalizada la reacción entre 16-ArN2+ y el antioxidante, se registra la absorbancia del 
colorante obtenido para cada tiempo a la longitud de onda de λ = 572 nm (véase 
esquema 5.2.11.). El valor de kobs para la descomposición de los iones arenodiazonio  se 
obtiene ajustando los datos abosorbancia-tiempo a la ecuación  [5.2.1.].   
 
tk
AA
A
obs
t
−=
−
−
∞
∞
0
Aln         [5.2.1] 
donde At, A0  y A∞ representan la absorbancia a un tiempo t, la absorbancia inicial y la 
absorbancia a un tiempo infinito, respectivamente, y kobs es la constante de velocidad 
observada. 
 
 
 
 
Esquema 5.2.11. Procedimiento experimental seguido para la obtención de kobs. 
 
 
 
 
 
 
kobs 
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6. DISTRIBUCION DE ANTIOXIDANTES FENOLICOS. 
 
  Tal y como se ha comentado en el capítulo 3,  el principal objetivo que persigue 
esta Tesis Doctoral es la búsqueda de correlaciones estructura – eficacia con el fin de 
determinar los efectos de la naturaleza y polaridad del antioxidante sobre su eficacia y 
distribución en sistemas emulsionados formados con aceites de uso culinario. Dado que 
el método que se va a emplear para la determinación de su distribución es un método 
cinético, se ha comenzado por explorar diferentes antioxidantes (AOs) para analizar su 
reactividad con los iones 16-ArN2+ en sistemas emulsionados con el fin de escoger, 
posteriormente, aquellos que se consideren más adecuados para realizar conjuntamente 
los experimentos de distribución y de eficacia. La elección final de los antioxidantes 
vendrá, por tanto, dada por el compromiso de cuatro factores fundamentales: 
 
• Han de reaccionar con los iones 16-ArN2+ con una velocidad de reacción 
conveniente, al tiempo que han de permitir, en la medida de lo posible, modificar 
las condiciones experimentales para poder analizar sus efectos. 
• Han de distribuirse, al menos, entre dos regiones de la emulsión. 
• Han de presentar una cierta actividad antioxidante al menos. 
• Han de poseer facilidad para poder sintetizar, a partir un mismo grupo funcional, 
derivados de diferente hidrofobicidad. En este sentido, la presencia de un grupo 
ácido en la molécula puede resultar un factor decisivo con el fin de poder 
esterificarlo con alcoholes de diferente cadena hidrocarbonada. 
  
  Como grupos de antioxidantes de partida se han escogido antioxidantes fenólicos 
con un solo grupo –OH en su estructura derivados del ácido cinámico (ácido trans-3-
fenilacrílico), como el ácido cumárico o ferúlico,  y antioxidantes con dos grupos –OH 
en su estructura,  como son los derivados del catecol (1,2 dihidroxibenceno). Hay que 
hacer incapié y tener presente que todos los aceites empleados en la preparación de las 
emulsiones están libres de antioxidantes endógenos por haberse eliminado previamente, 
no volviéndose a hacer mención a este hecho para no reiterarse innecesariamente. 
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  Esquema 6.1.  Estructura molecular de los ácidos hidroxicinámicos. 
 
   
6.1. DISTRIBUCIÓN DE ANTIOXIDANTES DERIVADOS DEL 
ÁCIDO CINÁMICO EN EMULSIONES. 
 
  Se ha comenzado por tener una idea aproximada de los valores de las constantes 
de velocidad observadas, kobs, para la reacción de estos AOs con los iones 16-ArN2+ en 
emulsiones formadas por aceite de maíz, agua acidulada (tampón cítrico- citrato de 
sodio  0.04M, pH 3.65) y Tween 20, variando la fracción de emulsionante (ΦI) entre los 
valores 0.005 y 0.040. Tal y como se han indicado, las constantes de velocidad kobs 
fueron determinadas mediante el método de derivatización descrito en el apartado 5.3.3. 
En la figura 6.1 se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica en presencia 
y ausencia de antioxidante. 
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Figura 6.1. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y representación 
del ln[At-Ainf] vs tiempo en presencia y ausencia de ácido cumárico. Condiciones 
experimentales: Emulsión 5:5 (aceite de maíz/tampón cítrico - citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.65/Tween 20), ΦI (Tween 20) = 0.0098, [16-ArN2+] = 2.90·10-4M,   [AO] = 
4.3·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
  
 Como se puede observar en la figura 6.1, el valor de kobs obtenido para la 
descomposición espontánea de la sal de diazonio, kobs = 1.16·10-4 s-1, es muy similar a la 
obtenida en presencia de ácido cumárico, kobs = 1.55·10-4. Resultados muy similares se 
han encontrado cuando se han empleado el ácido ferúlico, vanílico y sinápico, , lo que 
pone de manifiesto la escasa reactividad de los iones 16-ArN2+ con estos antioxidantes, 
lo que en parece indicar que no son convenientes debido a que la descomposición 
espontánea de los iones 16-ArN2+ es competitiva. 
 
 Se intentado favorecer la reacción de los AOs con los iones 16-ArN2+  mediante la 
modificación de las condiciones experimentales (acidez, relación aceite-agua, [AO], 
HLB del emulsionante, etc.). De los estudios realizados se desprende que son necesarias 
unas condiciones muy drásticas de trabajo para poder obtener su distribución, como el 
empleo de concentraciones muy altas de antioxidante, muy por encima de habituales 
que de los alimentos, lo que en cierta forma distorsionaría los resultados obtenidos.  
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 Resulta, sin embargo, muy llamativo que antioxidantes con grupos funcionales 
similares al cumárico, por ejemplo el α-tocoferol (esquema 6.1), si reaccionasen con los 
iones 16-ArN2+, tal y como se había constatado en estudios previos.1,2 
 
 
Esquema 6.1. Estructura molecular del tocoferol. 
 
  Presuponiendo que éste hecho puede ser debido a que el α-tocoferol es un 
compuesto muy hidrofóbico que se distribuye entre las regiones oleosa e interfásica de 
las emulsiones, mientras que el ácido cumárico es muy hidrofílico, se exploró la 
posibilidad de aumentar su reactividad haciéndolo más hidrofóbico mediante la 
esterificación del grupo ácido. Con este fin, se han sintetizado los cinamato de octilo 
(C8) y cinamato de tetradecilo (C14) siguiendo el procedimiento experimental descrito 
en el capítulo 5, realizándose los experimentos cinéticos. Sorprendentemente, dichos 
compuestos son mucho más reactivos que el ácido cumárico, por lo que se ha procedido 
al análisis de los efectos de la concentración del emulsionante con el fin de determinar 
su distribución en las emulsiones de maíz. 
 
C8 R1= C8H17; R2= H 
        C14     R1=C14H29; R2= H 
 
 
  Como paso previo a la determinación de la distribución de los cinamatos C8 y 
C14, se ha estimado el valor de su constante de partición PAO en mezclas binarias 
formada por 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de tampón cítrico-citrato de sodio (0.04M 
pH 3.65), en ausencia de emulsionante. Los antioxidantes se han disuelto en 80µL de 
una mezcla BuOH:EtOH (50:50, v/v) y su concentración final fue de [C8] = 3.5·10-3M 
y [C14] = 2·10-3M. La solubilidad de estos cinamatos en la fase acuosa es prácticamente 
nula, por lo que se ha realizado una estimación de PAO determinando la cantidad de 
HO
R2
O
O R1
Cinamato
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antioxidante presente en la fase orgánica y suponiendo que la diferencia entre la 
calculada y la añadida se encuentra en la fase acuosa, resultando un valor de PAO  ≈ 300.  
Este valor tan alto sugiere que, emulsiones, su concentración efectiva en la fase acuosa 
es despreciable, distribuyéndose principalmente entre las regiones oleosa e interfásica.  
 
 Se ha estudiado el efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) sobre  kobs 
en emulsiones 4:6 aceite de maíz/agua acidulada (tampón cítrico- citrato de sodio  
0.04M, pH 3.65), variando la fracción de emulsionante (ΦI) entre los valores 0.005 y 
0.040. En la figura 6.2  se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica y en 
la figura 6.3 se muestra la variación de kobs con ΦI. Las líneas sólidas son las curvas 
teóricas obtenidas por ajuste de los pares de datos (kobs , ΦI ) a las ecuaciones [4.31] y 
[4.32], y los valores de los parámetros del ajuste se recogen en la tabla 6.1. kobs 
disminuye
 
en un factor de aproximadamente 3,6 veces al pasar de un valor de ΦI de 
0.005 a 0.04 para el C8 y de ∼3 veces para el C14. Para una fracción de emulsionante ΦI 
determinada, los valores de kobs para C8 y C14 son muy similares. 
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Figura 6.2. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y representación 
del ln[At-Ainf] vs tiempo para A) cinamato de octilo y B) cinamato de tretadecilo. 
Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de 
sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20),  [16-ArN2+] = 1.03·10-4M, [NED] 0.02M, T = 25ºC. 
A) ΦI (Tween 20) = 0.0147, [C8] = 1.52·10-3M; B) ) ΦI (Tween 20) = 0.0084, [C14] = 
1.02·10-3M. 
A B 
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Figura 6.3. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.31] y [4.32] para C8 (A) C14 (B). Condiciones experimentales: 
Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 
20),  [16-ArN2+] =  1.03·10-4M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. A) [C8] = 1.52·10-3M,  B) 
[C14] = 1.02·10-3M. 
 
 
 105·a b 
kI  
(M-1·s-1) PO
I 
C8 
Ajuste ecuación 
[4.31] 
4.3 106.67 0.028 43 
 Ajuste 
ecuación [4.32] 
4.5 97.66 0.029 39 
C14  
Ajuste ecuación 
[4.31] 
4.8 92.74 0.049 37 
Ajuste ecuación 
[4.32] 
4.8 90.24 0.049 36 
  
 
Tabla 6.1 . Valores de los parámetros a, b, kI y POI obtenidos a partir de los ajustes de 
los datos de la figura 6.3. a las ecuaciones [4.31] y [4.32]. 
 
 Los valores de PoI para C8 y C14 son muy similares entre sí y ligeramente 
superiores a los obtenidos para el tocoferol en condiciones similares. Una vez 
determinadas las contantes de partición, se puede calcular determinar la fracción de AO 
en cada región mediante las ecuaciones [4.34] y [4.35]. La similitud en los valores de 
A B 
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POI refleja la similitud en la distribución de C8 y C14 en las emulsiones de maíz. Los 
resultados que se muestran en la figura 6.4 indican que, para la fracción de 
emulsionante más baja, ΦΙ = 0.005, el porcentaje de AOs en la interfase es ligeramente 
superior al 30% . Este porcentaje aumenta hasta cerca del 80% cuando ΦΙ = 0.04. 
 
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4 5
%
 
AO  Interfase
 Región orgánica
 C8     C14         
 
 
Figura 6.4. Variación del porcentaje de cinamato de octilo (C8) y cinamato de 
tetradecilo (C14) en las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 1.03·10-4M, [C8] = 1.52·10-3M, [C14] = 1.32·10-3M.,  
[NED] =0.02M, T = 25ºC. 
  
 Hay que destacar que estos resultados son similares a los obtenidos para la 
distribución del α-tocoferol, y confirman observaciones previas3,4 que sugieren que no 
existe una relación directa entre la lipoficilicidad del antioxidante y el porcentaje de AO 
en la interfase debido a que al aumentar la lipofilicidad del AO también aumenta su 
solubilidad en el aceite. Ello, como se discutirá más adelante (capítulos 7 y 8) tiene unas 
implicaciones muy grandes a la hora de predecir la eficacia de los antioxidantes para 
inhibir la oxidación lipídica.  
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6.2. DISTRIBUCIÓN DE RESVERATROL EN EMULSIONES 
ACEITE/AGUA (O/A). 
 
  El resveratrol es un compuesto polifenólico natural que pertenece al grupo de los 
estilbenos y que ha despertado un gran interés en la comunidad científica debido al 
amplio espectro de sus efectos biológicos5-7 entre los que se incluyen sus supuestas 
propiedades antitumorales y anticancerígenas. Dado su potencial como antioxidante, 
nos hemos propuesto también en este proyecto estudiar la distribución del resveratrol en 
emulsiones aceite/agua. 
 
           
 
 Como paso previo a la determinación de su distribución en emulsiones, se 
determinó su constante de partición PAO  en un sistema binario aceite de maíz – agua 
acidulada, en ausencia de emulsionante. Se ha determinado el valor de la constante de 
partición PAO del resveratrol en una mezcla binaria formada por 4 mL de aceite de maíz 
y 6 mL de tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 2.14 conteniendo  4·10-4 M de 
resveratrol siguiendo el método descrito en el apartado 5.3.1. Los valores del porcentaje 
de resveratrol en las fases acuosa y oleosa se determinaron por UV-VIS, figura 6.4,  
mediante interpolación en curvas de calibración obtenidas previamente.  Los resultados 
indican que el resveratrol se reparte entre la fase acuosa y orgánica, encontrándose un 
porcentaje de 74.6 % en la fase orgánica y un 23.8 % en la fase acuosa. A partir de estos 
valores, se ha estimado un valor de PAO = 4.70. 
 
 
 
 
  
  
Capítulo 6                   DISTRIBUCIÓN  DE  ANTIOXIDANTES FENÓLICOS 
 
 - 105 - 
λ /nm
240 280 320 360
A
0
0,5
1
 
Figura 6.4. Espectros de absorción resveratrol en 
tampón cítrico-citrato de sodio 0.04 M, pH 2.14. T = 
25 ºC. 
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 La determinación de la distribución del resveratrol en emulsiones se realizó a 
partir del análisis de los efectos de la fracción de emulsionante ΦI (Tween 20) sobre kobs 
en emulsiones 4:6, (aceite de maíz/agua acidulada (tampón cítrico- citrato de sodio  
0.04M, pH 2.14). En todos los casos los pares de datos absorbancia del colorante azoico 
formado-tiempo obtenidos se ajustaron perfectamente a la ecuación integrada de orden 
uno, permitiendo así obtener las constantes de velocidad observada (kobs). En la figura 
6.5  se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica y de la variación de kobs 
con la fracción de emulsionante.  Los resultados muestran una disminución de kobs en un 
factor de aproximadamente 7 veces al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04.  
 
Las constantes de partición POI y  PAI se obtienen a partir del valor del parámetro 
b y el valor de PAO resolviendo un sistema formado por dos ecuaciones y dos incógnitas. 
Los valores de POI y PAI se muestran en la tabla 6.2, resultando ser muy elevados, lo que 
es indicativo de la tendencia de este antioxidante a incorporarse a la región interfásica 
de la emulsión, tal y como muestra la curva de distribución obtenida a partir de las 
ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18].     
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Figura 6.5. A) Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y 
representación del ln[At-Ainf] vs tiempo, ΦI (Tween 20) = 0.0289. B) Variación de kobs y 
1/kobs con  ΦI . Las líneas sólidas son las curvas teóricas obtenidas por ajuste de los 
pares de datos (kobs, ΦI) y (1/kobs,ΦI) a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, 
pH 2.14/Tween 20),  [16-ArN2+] =  1.034·10-4M, [NED] 0.02M, T = 25ºC, [AO] = 
1.3·10-3M. 
  
 
 102·a b kI (M-1s-1) PAI POI 
Ajuste 
ecuación 
[4.11] 
6.86 ± 3.28 1768.25 ± 920.04 0.0308 4388 933 
Ajuste 
ecuación 
[4.12] 
6.92 ± 4.50 1762.89 ± 989.58 0.0302 4374 930 
 
Tabla 6.2. Valores de los parámetros a, b, PAI, POI y kI obtenidos a partir de la 
determinación espectrofotométrica de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI) para una 
emulsión 4:6 (O/A) , T = 25ºC. 
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Figura 6.6. Variación del porcentaje de resveratrol en las distintas regiones del sistema 
emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 2.14/Tween 20),  [16-ArN2+] =  1.034·10-4M, [NED] 
0.02M, T = 25ºC, [AO] = 1.26·10-3M. 
 
 Los resultados obtenidos (figura 6.6) ponen de manifiesto que el resveratrol está 
presente mayoritariamente en la interfase (>90%), encontrándose cantidades inferiores 
al 8% en la región orgánica y 2% en la región acuosa. Además, un incremento en la 
fracción de emulsionante produce que cada vez se incorpore más antioxidante a la 
región interfásica, de tal manera que cuando ΦI es aproximadamente 0.04 un 98% de 
antioxidante se encuentra en la interfase con cantidades despreciables en la región 
orgánica y acuosa. 
 
  A pesar de la potencialidad de este compuesto como antioxidante, el hecho de 
encontrarse prácticamente en su totalidad en la interfase, junto con las escasas 
posibilidades de preparación de derivados lipófilos o hidrofílicos y su alto coste 
económico lo han descartado como modelo para la realización de los estudios de 
correlación con su eficacia antioxiante, por lo que se han explorado otras vías 
empleando para ello antioxidantes que posean al menos dos grupos hidroxilo en su 
estructura química.  
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6.3 DISTRIBUCIÓN DE CATECOL EN EMULSIONES 
ACEITE/AGUA (O/A). 
 
 
     Como ya se ha comentado en la introducción, los 
compuestos fenólicos son metabolitos secundarios producidos 
por los vegetales que presentan en su estructura química 
anillos aromáticos con grupos hidroxilos responsables de su 
actividad.  
    
        La eficacia global de los antioxidantes depende de la 
reacción del hidrógeno fenólico con los radicales libres, de la 
estabilidad de los radicales formados durante la reacción con 
los radicales libres y de las sustituciones químicas presentes en 
su estructura básica. Estas últimas son probablemente el factor que contribuye de forma 
más significativa a la capacidad de los antioxidantes para controlar las reacciones con 
los radicales y a la formación por resonancia de radicales estables.  
 
  Cuvelier et al.8 han estudiado la relación existente entre la estructura molecular de 
muchos ácidos fenólicos y su actividad antioxidante poniendo de manifiesto que los 
monofenoles son menos eficientes que los polifenoles. La introducción de un segundo 
grupo hidroxilo no sólo incrementa la actividad antioxidante sino que también su 
reactividad con los iones arenodiazonio (como se ha mostrado en el apartado anterior, 
monofenoles como el ácido cumárico o el ácido ferúlico  presentan una reactividad muy 
baja con los iones arenodiazonio en emulsiones aceite/agua por lo que sólo se ha podido 
obtener su distribución para los derivados más hidrofóbicos). Por ello, en este proyecto 
de Tesis se ha propuesto continuar con el estudio de la distribución del catecol (1,2-
dihidroxibenceno, CAT) que presenta en su estructura únicamente dos grupos hidroxilo 
en posición orto entre sí, puesto que este grupo está presente en numerosos 
antioxidantes  (ácido cafeico, catequina, hidroxitirosol, ...) y es responsable de su fuerte 
actividad antioxidante9-13. 
OH
OH
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 Se ha comenzado, al igual que en casos anteriores, por determinar el valor de la 
constante de partición PAO del catecol en mezclas binarias formada por 4 mL de aceite 
de maíz y 6 mL de tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65 ( [CAT] =  4.3·10-3 
M). Los valores del porcentaje de catecol en las fases acuosa y oleosa se determinaron 
por UV-VIS, figura 6.7, mediante interpolación en curvas de calibración obtenidas 
previamente.   
 
 Los resultados obtenidos indican que el porcentaje de CAT en la fase acuosa es 
del 81.36% y un 18.36% en la fase orgánica, lo que está de acuerdo con su alta 
solubilidad en agua (S = 450 g/L14), obteniéndose un valor de PAO = 0.34. De este 
estudio se desprende que CAT es soluble tanto en agua como en aceite (mucho más en 
agua que en aceite) y que por tanto se distribuirá entre las tres regiones en sistemas 
emulsionados.  
 
 
 
Figura 6.7. Espectros de absorción catecol en 
tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65.     
T = 25ºC. 
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 El valor obtenido para PAO muestra que el catecol está presente 
mayoritariamente en la fase acuosa, encontrándose un porcentaje de 81.36% en la fase 
acuosa y un 18.36% en la fase orgánica, lo que está de acuerdo con su alta solubilidad 
en agua (S = 450 g/L14).  Bajo estas condiciones se ha podido estimar un valor de 0.34.  
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) se ha realizado 
utilizando emulsiones 4:6, formadas por 4mL de aceite de maíz y 6 mL de fase acuosa 
(tampón cítrico- citrato de sodio  0.04M, pH 3,65), variando la fracción de emulsionante 
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(ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. En todos los casos los pares de datos absorbancia 
del colorante azoico formado-tiempo obtenidos se ajustaron perfectamente a la ecuación 
integrada de orden uno, permitiendo así obtener las constantes de velocidad observada 
(kobs). En la figura 6.8  se muestra la variación de kobs con la fracción de emulsionante, 
observándose que kobs disminuye en un factor de ~4 veces al pasar de un valor de ΦI de 
0.005 a 0.04, así como los ajustes a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. Los parámetros 
resultantes del ajuste se recogen en la tabla 6.3 . 
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Figura 6.8. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12]. Condiciones experimentales Emulsión 4:6 (aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20),  [16-ArN2+] =  
2.90·10-4M, [NED] 0.02M, [CAT] = 4.23·10-3M ,T = 25ºC. 
 
Los valores de POI y PAI se obtienen a resolviendo un sistema formado por dos 
ecuaciones y dos incógnitas a partir de los valores de los parámetros b y PAO, tabla 6.3, 
y a partir de estos valores, se determina el porcentaje de AO en las regiones oleaginosa, 
acuosa e interfásica mediante las ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18]. 
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 102·a b kI (M-1s-1) PAI POI 
Ajuste 
ecuación 
[4.11] 
2.53 ± 0.03 77.16 ± 2.06 0.0753 57 170 
Ajuste 
ecuación 
[4.12] 
2.46 ± 0.08 73.05± 2.78 0.0785 54 161 
 
Tabla 6.3. Valores de los parámetros a, b, PAI, POI y kI obtenidos a partir de la 
determinación espectrofotométrica de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI) para una 
emulsión 4:6 (O/A) , T = 25ºC 
 
 Los resultados obtenidos (figura 6.9) ponen de manifiesto que el catecol está 
distribuido mayoritariamente entre la interfase y la región acuosa, encontrándose 
cantidades inferiores al 12% en la región orgánica. Además, un incremento en la 
fracción de emulsionante produce que cada vez se incorpore más antioxidante a la 
región interfásica, de tal manera que cuando ΦI es aproximadamente 0.04 un 74% de 
antioxidante se encuentra en la interfase con cantidades del 5% en la región orgánica y 
21% en la región acuosa. 
             10
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Figura 6.8. Variación del porcentaje de catecol en las distintas regiones del sistema 
emulsionado. Condiciones experimentales Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20),  [16-ArN2+] =  2.90·10-4M, [NED] 0.02M, 
T = 25ºC,  [CAT] = 4.23·10-3M. 
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6.4. DISTRIBUCIÓN DE CATEQUINA EN EMULSIONES 
ACEITE/AGUA (O/A). 
   
        Con la finalidad de analizar la 
influencia que presenta la presencia de 
distintos grupos funcionales en la molécula 
de AO sobre su distribución, se ha 
considerado conveniente estudiar la 
distribución de un  derivado catecólico de 
importancia como es la catequina dado que la actividad de los flavonoides en general, y  
de la catequina (CAQ) en particular, está fuertemente influenciada por la presencia del 
grupo catecol en uno de sus anillos, el cual aumenta considerablemente su actividad 
antioxidante debido a la mayor estabilidad de la forma radical permitiendo la captura de 
radicales libres hidroxilo, peroxilo y    superóxido9,15-17.  
 
6.4.1. Determinación de PAO en una mezcla binaria aceite/agua. 
 
 Se ha determinado el valor de la constante de partición PAO de la catequina en 
una mezcla binaria formada por 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M pH 2.14 conteniendo  4·10-3M de catequina. 
 
 
 
 Figura 6.10. Espectros de absorción para 
distintas concentraciones de catequina en tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 2.14. T = 
25ºC. 
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 La solubilidad de la catequina en la fase orgánica es prácticamente nula, por lo 
que no se ha podido determinar su concentración. Por ello, se ha realizado una 
estimación de PAO determinando la cantidad de antioxidante presente en la fase acuosa y 
suponiendo que la diferencia entre la calculada y la añadida se encuentra en la fase 
orgánica.  
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 El valor obtenido para PAO (menor que la unidad) muestra que prácticamente 
todo el antioxidante está presente en la fase acuosa, encontrándose un porcentaje de 
93.87% en la fase acuosa y un 6.13% en la fase orgánica, resultados que están de 
acuerdo con su carácter hidrofílico (S = 5.8 g/L, valor experimental determinado a partir 
de medidas espectrofotométricas).  Bajo estas condiciones se ha podido estimar un valor 
de 0.0979, valor que mucho más pequeño que el obtenido para el catecol (PAO = 0.34, 
veáse apartado 6.3) debido, fundamentalmente, a que la catequina, a diferencia del 
catecol, presenta una solubilidad muy baja en aceite de maíz. 
 
6.4.2. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs  . 
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) se ha realizado 
utilizando emulsiones 4:6, formadas por 4mL de aceite de maíz y 6 mL de fase acuosa 
(tampón cítrico- citrato de sodio  0.04M, pH 2.14), variando la fracción de emulsionante 
(ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. Curiosamente, los espectros de formación del 
colorante azoico (obtenidos de la reacción entre la sal de diazonio que no ha 
reaccionado con la catequina y el NED) muestran la presencia de un punto isobéstico, 
véase figura 6.13 -A. En la figura 6.11  se muestra un ejemplo típico de las curvas  
cinéticas obtenidas. 
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Figura 6.11. A) Espectros del colorante azoico formado tras la reacción entre la sal de 
diazonio (que no ha reaccionado con la catequina) y el NED. B) y C) Variación de la 
absorbancia del colorante azoico formado y representación del ln[At-Ainf] vs tiempo, B) 
572 nm y C) 435nm. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 2.14/Tween 20),  [16-ArN2+] =  2.90·10-4M, [NED] 
0.02M, T = 25ºC, ΦI (Tween 20) = 0.02059, [CAQ] = 3.98·10-3M. 
 
   
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 6.12 
así como sus ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. Estos 
resultados muestran una disminución de kobs en un factor de aproximadamente 6 veces 
al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04, variación muy similar a la obtenida para el 
catecol (véase apartado 6.3). 
572 nm 435 nm 
kobs = 0.0099±0.0003 kobs = 0.0102±0.0011 
A 
B C 
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Figura 6.12. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.22] y [4.25]. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 2.14/Tween 20),  [16-ArN2+] =  
2.90·10-4M, [NED] 0.02M, T = 25ºC, [CAQ] = 3.98·10-3M. 
 
 
6.4.3. Determinación de la distribución de la catequina. 
 
 Dado que prácticamente el 95% de la catequina está presente en la fase acuosa 
de una mezcla binaria aceite/agua, indicando que la concentración efectiva de 
antioxidante en la fase orgánica es muy pequeña (véase su valor de PAO en apartado 
anterior), se pueden interpretar los datos experimentales sobre la base del modelo de la 
pseudofase simplificado ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las ecuaciones [4.22] y 
[4.25] deducidas en el capítulo 4. De la representación lineal de 1/kobs frente a ΦI se 
puede obtener de la pendiente y combinando la pendiente con el valor de la ordenada en 
el origen, el valor de kI y el valor de PAI (tabla 6.4). 
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Ajuste ecuación 
[4.24] 
kI 0.0750 
PAI 367 
Ajuste ecuación 
[4.27] 
kI 0.0650 
PAI 368 
  
 
Tabla 6.4. Valores de los parámetros kI y PAI obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 6.12.  a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. 
 
 
 A partir de los valores de las constantes de partición, se puede conocer el 
porcentaje de antioxidante que está presente en las diferentes regiones del sistema 
emulsionado (acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las ecuaciones 
[4.29] y [4.30].  
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Figura 6.13. Variación del porcentaje de catequina en las distintas regiones del sistema 
emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 2.14/Tween 20),  [16-ArN2+] =  2.90·10-4M, [NED] 
0.02M, T = 25ºC, [AO] ∼4·10-3M. 
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 Los resultados que se muestran en la figura 6.13, indican que más de un 84% de 
la catequina está presente en la interfase del sistema emulsionado, encontrándose 
porcentajes en la región acuosa de 16% para la fracciones de emulsionante bajas 
(ΦΙ = 0.005). Asimismo, el porcentaje de antioxidante en la interfase aumenta al 
amentar la cantidad de emulsionante utilizado para preparar la emulsión, llegando a un 
97% para ΦΙ = 0.04.  
 
 La catequina, a diferencia del catecol, tiene una mayor tendencia a incorporarse 
a la interfase del sistema emulsionado como consecuencia de su estructura y del gran 
número de grupos hidroxilo que posee en su molécula, todo ello hace que este 
antioxidante sea muy poco soluble en el aceite.  
 
6.4.4. Efecto de la temperatura sobre la distribución de la catequina. 
 
 La temperatura es un parámetro que puede afectar no sólo a las constantes de 
partición, modificando la distribución de CAQ entre las regiones acuosa e interfásica 
del sistema emulsionado, sino que también puede afectar a la constante de reacción 
entre los iones arenodiazonio y la catequina en la interfase del sistema (kI), dando lugar 
a las variaciones observadas en las kobs. Se ha considerado, por tanto, interesante 
analizar el efecto que la temperatura tiene sobre la constante de partición PAI y por 
tanto, sobre la distribución de la catequina ya que ello nos puede permitir determinar 
parámetros de activación para la reacción en la interfase así como los parámetros 
termodinámicos (∆G, ∆H y ∆S) para la transferencia de CAQ de la región acuosa a la 
interfásica de la emulsión, parámetros cuya determinación resulta inviable, actualmente, 
mediante otros procedimientos.  
 
 Este estudio se ha realizado en emulsiones 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M pH 2.0/Tween 20) variando la temperatura del sistema 
emulsionado de T = 15º – 25º C, figura 6.14.  De la representación lineal de 1/kobs frente 
a ΦI (modelo cinético de la pseudofase simplificado) se puede obtener de la pendiente y 
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combinando la pendiente con el valor de la ordenada en el origen, el valor de kI y el 
valor de PAI (tabla 6.5).  
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Figura 6.14. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.24] y [4.27], para diferentes temperaturas (-- T = 25ºC, -- T = 20ºC, -
- T = 15ºC). Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 2.0/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CAQ] 
∼4·10-3M, [NED] =0.02M. 
 
  Ajuste ecuación [4.22] Ajuste ecuación [4.25] 
TºC 
Emulsión 4:6 
PAI kI (M-1 s-1) PAI kI (M-1 s-1) 
15º 179 0.025 188 0.026 
20º 304 0.050 308 0.043 
25º 367 0.075 368 0.065 
 
 
Tabla 6.5. Valores de PAI y kI  obtenidos para las distintas temperaturas de estudio 
ajustando los datos de la figura 6.14  a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. 
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  Como se puede observar en esta tabla, la constante de partición PAI  se ve 
influenciada significativamente por variaciones en la temperatura del medio (T = 15º - 
25º), aumentando de PAI = 188 (T = 15 ºC) a PAI = 368 (T = 35 ºC). Los valores de PAI 
son bastante elevados en comparación con los indicados en la bibliografía18,19 para 
antioxidantes polares. Puesto que las constantes de partición describen la solubilidad 
relativa del antioxidante entre las diferentes regiones de la emulsión, el porcentaje de 
antioxidante en cada región depende de su solubilidad relativa en las mismas. El 
aumento de PAI  con T sugiere que un incremento de la temperatura hace aumentar la 
solubilidad de CAQ en la región interfásica en mayor medida que en la región acuosa, 
figura 6.15, y ello a pesar del gran número de grupos hidroxilo en la molécula que 
pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua. 
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Figura 6.15. Variación del porcentaje de catequina con ΦI en región acuosa e 
interfásica del sistema emulsionado para diferentes temperaturas. Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 
2.0 / Tween 20); [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CAQ] ∼ 4·10-3M, [NED] =0.02M. 
 
 Los resultados de la figura 6.15 muestran que, incluso a fracciones de emulsionante 
bajas, un porcentaje muy alto de catequina se encuentra en la región interfásica, %CAQI 
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∼ 60% a ΦI = 0.005 (T = 15 ºC). Este porcentaje aumenta al aumentar ΦI de forma que 
cuando ΦI = 0.037, % CAQI > 91%. Por tanto, se puede deducir que la solubilidad de la 
catequina se ve favorecida en la región interfásica cuando aumenta ΦI. Un aumento en 
la temperatura de T = 15 ºC a T = 25 ºC hace que el porcentaje de CAQI aumente, 
pasando de %CAQI = 60% a ∼ 84% (ΦI = 0.005), sin embargo este aumento es menor a 
fracciones de emulsionante elevadas debido a que ya está prácticamente toda la 
catequina incorporada a la interfase de la emulsión. Los resultados obtenidos son 
similares a los encontrados para otros antioxidantes.2,20  
 
 Como era de esperar, un aumento en T hace aumentar los valores de la constante 
de velocidad en la interfase kI. con la temperatura, llegándose a triplicar esta constante 
al pasar de  T = 15ºC a  T = 25ºC,  variación  que es mayor a la obtenida para otros 
antioxidantes polares como el ácido gálico18. A partir de la variación de kI con la 
temperatura se pueden determinar los parámetros de activación (Ea, ∆H# y ∆S#) para la 
reacción entre 16-ArN2+ con CAQ en la interfase del sistema emulsionado mediante la 
ecuación de Arrhenius (ecuación [6.1]) o la teoría de las velocidades absolutas 
(ecuación [6.2]).  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Ecuación de Arrhenius 
cte
RT
Ek aI +−=ln   [6.1] 
 
Teoría de las velocidades absolutas 
RT
H
R
S
Tk
hk
b
I
##
ln ∆−∆=





  [6.2] 
 
 kI representa la constante de velocidad observada para la reacción en la 
interfase; kb, la constante de Boltzman; h, es la constante de Planck; R, es 
la constante universal de los gases ideales; T, es la temperatura absoluta; 
∆H#, la variación de entalpía en el estado de transición; ∆S#, la variación 
de entropía en el estado de transición y Ea, la energía de activación. 
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103 1/T (K-1)
ln
 
k  
I
-3,6
-3,4
-3,2
-3
-2,8
-2,6
103 1/T (k-1)
3,34 3,36 3,38 3,4 3,42 3,44 3,46
ln
(k
I·
h/
(T
·
k b
))
-33
-32,8
-32,6
-32,4
-32,2
 
 
ln(kI) = (24.4241 ± 0.96) + (-8094.61 ± 280.89)·1/T
 
ln(kI·h/(T·kb)) = (-6.019 ± 0.96) + (-7800.76 ± 282.74)·1/T
 
    
Figura 6.15. Ajuste de los datos experimentales a las ecuaciones de Arrhenius y Teoría 
de las velocidades absolutas que permiten obtener los valores de Ea, ∆H# y ∆S#. Los 
valores de kI son tomados de la tabla 6.5, los correspondientes al ajuste a la ecuación 
[4.22].  
 
Los valores obtenidos para Ea, ∆H# y ∆S#  a partir de los ajustes a la ecuación 
[4.22] se muestran en la tabla 6.6.  El valor de ∆S# obtenido es negativo a diferencia del 
observado para la descomposición espontánea de 4-metilbencenodiazonio21 en agua 
(∆S# = 33.59 J/(mol·K)), lo que sugiere que el estado de transición tiene una menor 
libertad estructural que la que presentan los reactivos. 
 
Ea (kJ/mol) ∆H# (kJ/mol) ∆S# (J/mol·K) 
67.30 ± 2.33 64.86 ± 2.35 -50.04 ± 7.98 
 
Tabla 6.6. Valores de Ea, ∆H# y ∆S# para una emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 2.0 / Tween 20), intervalo de temperaturas 15ºC-
25ºC; [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CAQ] ∼ 4·10 
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6.4 Parámetros termodinámicos para la transferencia de catequina entre las 
regiones acuosa e interfásica. 
 
A partir de los valores de las constantes de partición PAI determinadas para cada 
una de las  temperaturas estudiadas se puede realizar un análisis termodinámico de la 
transferencia de catequina entre la región acuosa e interfásica del sistema emulsionado, 
estimándose los valores de la energía libre de Gibbs ( IATG
→∆ 0 ), entalpía ( IATH
→∆ 0 ) y 
entropía ( IATS
→∆ 0 ) del proceso de transferencia de catequina de la región acuosa a la 
interfase del sistema emulsionado. 
  
Dado que las concentraciones de catequina son mucho menores que las de agua 
y aceite, se puede considerar que sus disoluciones se comportan idealmente, por tanto, 
el coeficiente de actividad se puede aproximar a la unidad. De esta manera, en un 
sistema en equilibrio dinámico, el potencial químico de la catequina en cada una de las 
regiones del sistema viene dado por las ecuaciones [6.3] y [6.4], donde ACAT,0µ  y ICAT,0µ  
son los potenciales químicos estándar y ACATX  y ICATX  son las fracciones molares de 
CAQ en las regiones acuosa e interfásica, respectivamente. 
 
A
CAT
A
CAT
A
CAT XRT ln
,0 += µµ   (Región acuosa)        [6.3] 
I
CAT
I
CAT
I
CAT XRT ln
,0 += µµ   (Región interfásica)   [6.4] 
 
En el equilibrio, los potenciales químicos de la catequina en ambas regiones, 
acuosa e interfásica, son iguales, por lo que la energía libre de Gibbs para la 
transferencia de un mol de CAQ de la región acuosa a la interfásica viene dada por la 
ecuación [6.5]. 
           I
m
I
A
A
mA
CAT
I
CAT
IA
T VP
V
RTG ln,0,00 =−=∆ → µµ              [6.5] 
 
en donde AmV = 0.018 M
-1 y ImV = 1.121 M
-1
 son los volúmenes molares de agua y 
emulsionante, respectivamente (obtenidos a partir de los valores de densidad recogidos 
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en la bibliografía a T = 25ºC). Existen estudios calorimétricos22 que demuestran que la 
variación de la densidad del agua con la temperatura (T = 15º – 25ºC) es inferior al 1%23 
y si, además, se asume que la variación de la densidad de la interfase es también 
pequeña, se puede considerar que los volúmenes molares del agua y del emulsionante 
son prácticamente constantes en el intervalo de temperaturas estudiado. 
 
El valor de IATG
→∆ 0  obtenido se muestran en la tabla 6.7. El hecho experimental 
de que se obtengan valores negativos indica que el proceso de transferencia de CAQ de 
la fase acuosa a la interfase es un proceso espontáneo en el intervalo de temperaturas 
estudiado. Resultados similares se han obtenido para otros antioxidantes hidrofílicos 
como el ácido gálico.18 
 
La entalpía del proceso de transferencia entre las regiones acuosa-interfásica, 
IA
TH
→∆ 0 , se puede determinar a partir de la variación de las constantes de partición PAI 
con la temperatura utilizando la ecuación de Van´t Hoff24 (ecuación [6.6]). Esta 
variación se muestra en la figura 6.16, con el ajuste lineal correspondiente. 
 
 
103 1/T (k-1)
3,36 3,4 3,44
ln
 
P A
I
4
4,5
5
5,5
6
6,5
7
 
ln PAI = (28.81 ± 5.33)  + (-6813.3044 ± 1564.72)·1/T
 
 
Figura 6.16. Variación de ln PAI con 1/T (Kelvin). En base a la ecuación de Van´t Hoff 
(ecuación [6.6]) se puede obtener el valor de IATH
→∆ 0 de la pendiente del ajuste lineal. 
Los valores de PAI son tomados de la tabla 6.5, los correspondientes al ajuste a la 
( )
P
I
AIA
T
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PRH
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
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

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
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ecuación [4.24]. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 2.0/ Tween 20); [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CAQ] ∼ 
4·10-3M. 
 
La entropía del proceso de transferencia, IATS
→∆ 0 se puede obtener para cada 
temperatura a partir de la ecuación de Gibbs [6.9]. Los valores obtenidos se indican en 
la tabla 6.7.  
 
T
GHS
IAIA
IA
T
−−
→ ∆−∆
=∆
,0,0
,0
 [6.8] 
El valor obtenido para IATS
→∆ 0  es negativo lo que indica que el proceso de 
transferencia de CAQ de la región acuosa a la interfase es un proceso que no está 
controlado entrópicamente pero si entálpicamente. El valor negativo obtenido para 
IA
TH
→∆ 0 sugiere la formación de fuertes interacciones intermoleculares con el agua y los 
grupos polares del emulsionante en la interfase como consecuencia del gran número de 
grupos hidroxilo que posee la catequina en su estructura. 
 
IA
TG
→∆ 0  
(kJ/mol) 
IA
TH
→∆ 0  
(kJ/mol) 
IA
TS
→∆ 0  
(kJ/mol K) 
-24.87 -56.65 -0.11 
 
Tabla 6.7. Valores de entalpía, entropía y energía de Gibbs para la transferencia de 
CAQ entre las regiones acuosa e interfásica del sistema emulsionado (los valores de 
entalpía son obtenidos a partir de la pendiente del ajuste lineal de la variación de ln PAI 
vs 1/T, figura 6.16). Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 2.0 / Tween 20); [16-ArN2+] =  2.83·10-4M, [CAQ] ∼ 
4·10-3M.  
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7. Distribución 
 Hidroxitirosol y  
Acetato de Hidroxitirosol 
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7.1. DISTRIBUCIÓN DE HIDROXITIROSOL Y ACETATO DE 
HIDROXITIROSOL EN EMULSIONES ACEITE/AGUA (O/A). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  Estudiada la distribución del catecol en emulsiones aceite en agua, se ha 
propuesto en este proyecto de Tesis ampliar este estudio a otros derivados catecólicos 
como son el hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol, HT) y su derivado hidrofóbico 
acetato de hidroxitirosol (HTA) y correlacionar su distribución con su eficacia 
antioxidante. 
  El hidroxitirosol es uno de los compuestos fenólicos presentes en el aceite de 
oliva y que destaca por sus importantes propiedades antioxidantes. Existen muchos 
estudios6,7,9-12 que hacen pensar que su estructura orto-difenólica es fundamental para 
que pueda ejercer su actividad antioxidante, ya que otros compuestos similares 
presentes en el aceite de oliva como el tirosol (p-hidroxifeniletanol), mostraron 
actividades antioxidantes mucho menores o nulas. Además, también, se ha descrito que 
gracias a la estructura del anillo de catecol, el hidroxitirosol puede actuar como quelante 
de metales ya que éstos libres pueden llegar a catalizar la reacciones de oxidación 
lipídica. Debido a su carácter polar, el HT presenta una baja solubilidad en aceites por 
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este motivo la síntesis de derivados hidrofóbicos como el acetato de hidroxitirosol 
pueden resultar muy beneficiosos para añadir a matrices lipídicas. Este incremento en el 
grado de lipobicidad del antioxidante puede modificar su distribución en la emulsión y 
por tanto, su eficacia antioxidante, por este motivo, necesitan ser analizadas. 
 
 
7.1.1. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs . 
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (mezcla Tween 80 y Span 80, 
HLB 8.05) se ha realizado utilizando emulsiones 1:9, formadas por 1mL de aceite de 
oliva y 9 mL de fase acuosa (tampón acético- acetato de sodio  0.04M, pH 3,57), 
variando la fracción de emulsionante (ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. En todos los 
casos los pares de datos absorbancia del colorante azoico formado-tiempo obtenidos se 
ajustaron perfectamente a la ecuación integrada de orden uno, permitiendo así obtener 
las constantes de velocidad observada (kobs). En la figura 6.9  se muestra un ejemplo 
representativo de una cinética típica. 
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Figura 7.1. (A) Espectros del colorante formado a diferentes tiempos de reacción. (B) 
Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y representación del ln[At-
Ainf] vs tiempo. Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de oliva/tampón 
acético-acetato de sodio 0.04M, pH 3.57/Tween 80-Span 80, HLB= 8.05),  [16-ArN2+] 
=  2.83·10-4M, [NED] 0.02M, T = 25ºC, [AO] = 3.21·10-3M. 
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Figura 7.2. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12]. HTA (-,-) y HT (,). Condiciones experimentales 
Emulsión 1:9 (aceite de oliva/tampón acético-acetato de sodio 0.04M, pH 3.57/Tween 
80-Span 80), [16-ArN2+] =  3.40·10-4M, [NED] 0.02M, T = 25ºC,  [AO] = 3.3·10-3M. 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 6.10 
así como sus ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. Estos 
resultados muestran una disminución de kobs para ambos antioxidantes en un factor de 
aproximadamente 3-4 veces al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04. Además, para 
una fracción de emulsionante dada, kobs (HT) < kobs (HTA). 
  
 
7.1.2. Determinación de PAO en una mezcla binaria aceite/agua. 
 
 Se ha determinado el valor de la constante de partición PAO para el hidroxitirosol y 
acetato de hidroxitirosol en una mezcla binaria formada por 1 mL de aceite de oliva y 1 
mL de tampón acético-acetato de sodio 0.04M pH 3.57 conteniendo  4.4·10-3 M de 
antioxidante. La cantidad de antioxidante presente en cada una de las fases de la mezcla 
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binaria se ha determinado por HPLC, realizando previamente los correspondientes 
calibrados. 
 
 Los resultados obtenidos muestran que el valor de PAO para el HT es menor que 
0.02, poniendo de manifiesto su baja solubilidad en aceite de oliva ya que más del 99% 
de HT se encuentra en la fase acuosa. Este resultado es muy similar al encontrado en la 
bibliografía consultada3 (PAO = 0.03, pH 5.5). A diferencia del HT, el acetato de 
hidroxitirosol es soluble en ambas fases y el valor obtenido para la constante de 
partición PAO  es 0.61, indicando que un 61,85% del antioxidante se encuentra en la fase 
acuosa y un 38,15% en la fase orgánica. 
 
 
7.1.3. Determinación de la distribución del hidroxitirosol  y acetato de 
hidroxitirosol. 
 
Dado que más de un 99% de HT está presente en la fase acuosa (PAO < 0.02), se 
pueden interpretar los resultados obtenidos sobre la base del modelo de la pseudofase 
simplificado ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las ecuaciones [4.22] y [4.25] 
indicadas en el capítulo 4, necesitándose una única constante para describir su 
distribución, PAI.  Sin embargo, el acetato de hidroxitirosol está presente en ambas fases 
de un sistema binario por lo que se necesitan dos constantes de partición para describir 
su distribución en un sistema emulsionado, POI y  PAI. Con el valor de PAO obtenido en 
el apartado anterior (PAO = 0.61) y conociendo la variación de kobs con la fracción de 
emulsionante (ΦI) para un sistema aceite/agua determinado (figura 6.10), se pueden 
obtener las dos constantes de partición, POI y  PAI, resolviendo un sistema formado por 
dos ecuaciones y dos incógnitas. 
 
        Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
               
( )
1
1
−
ΦΦ+
ΦΦ+
= I
OOA
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A
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 Los valores de POI y PAI obtenidos para la emulsión 1:9 (O/A) se muestran en la 
tabla 7.5. 
Antioxidante  kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
HT 0.1170 120 ... < 0.02 
HTA 0.1766 204 331 0.61 
 
Tabla 7.1. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación de PAO y de los 
pares de datos (kobs , ΦI) para una emulsión 1:9 (O/A) , T = 25ºC. 
 
 A partir de los valores de las constantes de partición, se puede conocer el 
porcentaje de antioxidante que está presente en las diferentes fases del sistema 
emulsionado (oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las 
ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18] para el HTA y por las  ecuaciones [4.29] y [4.30] 
para el HT. 
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Figura 7.3. Variación del porcentaje de HT y HTA en las distintas regiones del sistema 
emulsionado. Condiciones experimentales Emulsión 1:9 (aceite de oliva/tampón 
acético-acetato de sodio 0.04M, pH 3.57/Tween 20),  [16-ArN2+] =  3.40·10-4M, [NED] 
0.02M, T = 25ºC,  [HTA]∼[HT] = 3.3·10-3M. 
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 Los resultados obtenidos (figura 7.3) indican que ambos antioxidantes están 
presentes en  un porcentaje superior al 40% en la interfase (ΦI = 0.005).  Además, un 
incremento en la fracción de emulsionante produce que cada vez se incorpore más 
antioxidante a la región interfásica, de tal manera que cuando ΦI es aproximadamente 
0.04 un 84-87% de antioxidante se encuentra en la interfase con cantidades del 2% en la 
región orgánica y 8-15% en la región acuosa. Nótese que para una fracción de 
emulsionante dada (ΦI), el porcentaje de HT presente en la interfase es menor que el 
porcentaje de HTA. 
 
7.2. DETERMINACIÓN DE ESTABILIDAD OXIDATIVA DE LAS 
EMULSIONES: MÉTODO SCHAAL (CON APPH). 
 
Se ha estudiado la eficacia de los antioxidantes HT y HTA frente a la estabilidad 
oxidativa de emulsiones formadas por aceite de oliva/tampón acético-acetato 0.04M pH 
3.57, conteniendo 0.6 mM de antioxidante. Para ello se ha sometido a la emulsión a un 
test de aceleración oxidativa a T = 60ºC (test de Schaal) en presencia y ausencia de un 
iniciador radicalario como es el AAPH (2,2’-azobis-aminopropane dihydrochloride). El 
APPH es un iniciador radicalario azoico, soluble en agua, que se caracteriza por ser 
termolábil y cuya velocidad de producción de radicales depende, básicamente, de la 
temperatura y no de otras condiciones experimentales. Estos estudios se han realizado 
por triplicado con el fin analizar la reproducibilidad de las medidas y obtener un valor 
promedio de las mismas. 
 
Las emulsiones se han preparado en matraces erlenmeyer esmerilados de 25 mL, 
previamente tratados con HCl 37%, para evitar la presencia de posibles trazas de 
metales adheridos que podrían causar un efecto prooxidante o sinérgico de la actividad 
de los antioxidantes estudiados.7,8  
 
Las emulsiones se han preparado mezclando 1 mL de aceite de oliva, 9 mL de 
agua acidulada y los gramos deseados de la mezcla de emulsionantes Tween 80-Span 80 
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HLB 8.05. Las emulsiones que no contienen antioxidante servirán de sistema de control 
para medir la eficacia del antioxidante.  
 
 Simultáneamente, se preparó una disolución de AAPH 10mM en agua milli-Q, 
que se termostatizó con las emulsiones durante, al menos, 15 min, en un baño de agua. 
Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, se adiciona 1 mL de la disolución de 
AAPH a cada una de las emulsiones que se analizan en presencia de este iniciador y se 
agita fuertemente. 
 
Una vez preparadas todas las emulsiones, se introducen en una estufa a T =  60ºC 
para acelerar la oxidación lipídica. Se extraen, a intervalos de tiempo determinados, 
alícuotas (50 µL) de emulsión que se diluyen a un volumen final de 10 mL con etanol. 
Se analiza el contenido de dienos conjugados midiendo su señal espectrofotométrica a λ 
= 233 nm. En el caso de las muestras analizadas en presencia de AAPH, se midió 
también el contenido de p-anisidina (AV). 
 
La cantidad de dienos conjugados (expresada en gramos  presentes en 100g de 
muestra) son determinados utilizando la masa molecular relativa y la absortividad molar 
del hidroperóxido de ácido linoleico (280 g/mol, ε = 26000), a través de la ecuación 
[7.1].  El valor de p-anisidina (AV) es determinado aplicando la ecuación [7.2]. 
 
 
                                          )/(0769.1%
233
lgC
ACD
aceite
nm
⋅=    [7.1] 
 
 
         
( )





 −⋅
⋅=
m
AAAV 122.110     [7.2] 
donde  A1 es la absorbancia después de la reacción de la disolución de los 
gramos de aceite pesados con p-anisidina, A2 es la absorbancia  inicial que presenta el 
aceite y m son los gramos pesados de aceite. 
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Figura 7.4.  (A y C) Tiempo (días) para las emulsiones con 1% y 0.5% de emulsionante 
(valores respecto a un contenido inicial de CD de 0,6 %) (B) Tiempo (días)  para las 
emulsiones con 1% y 0.5% de emulsionante (valores respecto a un contenido inicial de 
AV de 20 a T = 60ºC).  (A y B) Estudio realizado sin AAPH. (C) Estudio realizado en 
presencia de antioxidante. Los valores representan la media de las tres réplicas 
realizadas (las barras de errores representan la desviación estándar. Las letras en cada 
gráfico indican muestas que son significativamente diferentes (p < 0.05). Condiciones 
experimentales: emulsión 1:9 (O/A) (aceite de oliva /tampón acético-acetato 0.04M pH 
3.57/Tween 80-Span80, HLB 8.05), [AO] = 0,6 mM. 
 
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.4. En ausencia de iniciador 
radicalario (Figura 7.4- A y B), las emulsiones preparadas en presencia de HTA 
muestran una mayor estabilidad oxidativa con respecto a aquellas que contienen HT 
para ΦI = 0.005. Sin embargo, diferencias poco significativas se observan en emulsiones 
que contienen ambos antioxidantes con un mayor contenido de emulsionante (ΦI = 
0.04). Cuando la oxidación es acelerada con AAPH,  ambos antioxidantes retrasan la 
oxidación de la emulsión significativamente, observándose una mayor estabilidad 
antioxidante  en aquellas emulsiones que contienen HTA. Además, estos resultados 
ponen de manifiesto que la estabilidad oxidativa de las emulsiones que contienen ambos 
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antioxidantes depende fuertemente de la fracción de emulsionante (ΦI) presente en la 
emulsión. 
 
Nótese que los resultados obtenidos muestran que existe una buena correlación 
entre la distribución obtenida para ambos antioxidantes y su eficacia antioxidante. Este 
hecho refleja la importancia que tiene conocer la localización del antioxidante entre las 
diferentes regiones de la emulsión para entender la eficacia antioxidante en la inhibición 
de la oxidación lipídica contribuyendo, así, a la producción de alimentos más saludables 
y duraderos. 
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  El conocimiento sobre la distribución de antioxidantes en emulsiones de alimentos 
es muy importante para entender su eficacia en la inhibición de la oxidación lipídica. 
Porter1 propuso que la eficacia de  los antioxidantes está relacionada con su polaridad y 
acuñó esta observación fenomenológica como “paradoja polar”, pero su validez fue 
cuestionada recientemente por varios investigadores2-4 que sugirieron que el 
comportamiento de los antioxidantes fenólicos en sistemas emulsionados podían estar 
gobernados por fenómenos más complejos, proponiendo la necesidad de su nueva 
evaluación. Los resultados obtenidos para el catecol y para los derivados catecólicos 
hidroxitirosol y catequina muestran  este comportamiento en donde no se observa una 
correlación entre el porcentaje de antioxidante presente en la interfase (%CATI < %HTI 
< % CAQI) y  su polaridad (veáse capítulo 6 y 7, figura 8.1). 
 
102 ΦTween 20
0 1 2 3 4
%
 
AO
I
20
40
60
80
100
 
 
Figura 8.1. Efecto de la concentración de Tween 20 sobre el porcentaje de antioxidante 
presente en la región interfásica en emulsiones 4:6 (O/A). -- %CATI, -- %HTI, -- 
%CAQI. 
 
 Teniendo esto en mente, uno de los objetivos principales de este proyecto de Tesis, 
ha sido el de analizar el impacto que la hidrofobicidad tiene sobre la distribución de 
antioxidantes de la misma serie. El antioxidante seleccionado para este estudio ha sido 
otro derivado catecólico como es el ácido cafeico dada su elevada aplicabilidad tanto en 
la industria alimentaria como farmacéutica y dado que su distribución en alimentos 
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emulsionados y en algunos sistemas biológicos es de vital importancia para la 
evaluación de su efectividad como inhibidor de las reacciones de oxidación lipídica.5   
 
Para ello, se ha estudiado la distribución de ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos en emulsiones formadas por aceites vegetales (maíz, oliva y soja, todos 
ellos  libres de antioxidantes), agua acidulada, empleándose como emulsionante Tween 
20. El ácido cafeico presenta grupos ionizables y, en consecuencia, su polaridad 
depende del pH de la fase acuosa, por lo que ha sido preciso ejercer un cuidadoso 
control de este parámetro mediante el uso de tampón cítrico-citrato de sodio. 
 
         
 
 
 
8.1. Determinación de PAO para el ácido cafeico y sus derivados. 
 
 Establecidas las bases metodológicas y siguiendo el procedimiento experimental 
detallado en el apartado 5.3.1. se ha determinado el valor de la constante de partición 
PAO para el ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en una mezcla binaria formada 
por 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de tampón cítrico- citrato 0.04M pH 3.0 (aceite 
oliva) y pH 3.65 (aceite de maíz y soja) conteniendo 3.5·10-3M de antioxidante.  
HO
OH
O
OR
  
 
W A TE R 
OIL 
AOO 
AOW 
 
                    
 
 
 
 
 
ACEITE DE MAÍZ ACEITE DE OLIVA ACEITE DE SOJA 
AO %AOA (media) 
%AOO 
(media) PA
O
 
%AOA 
(media) 
%AOO 
(media) PA
O
 
%AOA 
(media) 
%AOO 
(media) PA
O
 
CA 99.47 0.49 0.044 98.91 1.09 0.016 94.40 5.60 0.089 
C1 31.12 68.49 3.30 37.23 62.65 2.52 35.00 65.00 2.79 
C2 12.29 87.21 10.64 16.06 83.54 7.80 15.30 84.34 8.26 
C3 3.75 95.65 38.23 5.04 94.82 28.22 4.49 94.78 30.30 
C4 1.13 98.38 130.59 … … … ... ... ... 
C6 0.35 99.65 427.07 … … … ... ... ... 
C8 0.23 99.77 650.67 0.88 99.12 168.95 0.47 99.53 314.29 
C16 0.13 99.87 1248.37 0.67 99.37 236.59 0.84 99.16 177.07 
 
Tabla 8.1.1. Porcentajes del ácido cafeico y derivados presentes en la fase acuosa y orgánica de una mezcla binaria aceite-agua y 
valor de la constante de partición PAO. 
]1[)(
)(
A
OO
A AO
AO
P =
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  Los valores de PAO obtenidos para los antioxidantes C1-C3 en los tres medios 
estudiados (aceite de maíz, soja y oliva), véase tabla 8.1.1, son muy similares, por lo 
que se puede asumir que la naturaleza del aceite empleado no ejerce una influencia 
significativa sobre las constantes de partición de la mezcla binaria aceite/agua. Por el 
contrario, si se observa una diferencia significativa para los derivados C8-C16. En este 
sentido si es importante señalar que los valores de PAO obtenidos para el derivado C3 y 
principalmente, para los derivados C4-C16 deben ser tomados con la debida precaución 
porque pequeños errores en la determinación de la cantidad de antioxidante presente en 
la fase acuosa (denominador de la ecuación [4.15], capítulo 4) pueden afectar 
notablemente al valor de PAO. 
 
  Por otra parte, se observa un aumento de los valores de PAO con el incremento de 
la hidrofobicidad del antioxidante para los medios emulsionados estudiados; por 
ejemplo, en aceite de oliva, PAO aumenta de 0,016 para el ácido cafeico a PAO = 237 
para el derivado C16. Además, los valores de PAO obtenidos para el ácido cafeico son 
consistentes con la esperada baja solubilidad de los ácidos fenólicos como el ácido 
cafeico en aceites, sugiriendo que más del 98% del ácido cafeico está localizado en la 
fase acuosa debido, en parte, a la ionización del ácido carboxílico que posee en su 
estructura6. El valor obtenido es muy similar a los valores recogidos en la bibliografía 
para otros antioxidantes hidrofílicos como, por ejemplo, el ácido gálico (PAO = 0.03 a T 
= 25ºC).7-9 
 
  Los valores de PAO intermedios obtenidos para los derivados C1 y C2 (PAO = 2,52 
y PAO = 7,80, respectivamente, por ejemplo, en aceite de oliva), indican que ambos se 
solubilizan tanto en la fase acuosa como en la oleosa, siendo, en este caso, su 
solubilidad en la fase oleosa mayor que en la fase acuosa (aproximadamente, un 65% y 
un 85% de estos derivados C1 y C2, respectivamente, están localizados en la fase 
oleosa).  
  
  Los valores de PAO obtenidos para los derivados C4-C16 son, en todos los casos, 
mucho mayores que los obtenidos para los derivados de cadena hidrocarbonada más 
corta,  lo que sugiere que su solubilidad en la fase acuosa es prácticamente nula.  
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8.2. DISTRIBUCIÓN DEL ÁCIDO CAFEICO EN EMULSIONES 
ACEITE/AGUA (O/A). 
 
8.2.1. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs . 
  
 Se ha estudiado el efecto que tiene la fracción de emulsionante utilizada sobre el 
valor de kobs para la reacción entre ArN2+ y el ácido cafeico (CA)  en emulsiones 1:9 y 
4:6  formadas por 1mL de aceite de maíz y 9 mL agua acidulada (tampón cítrico-citrato  
0.04M, pH 3.65) y 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de agua acidulada, respectivamente, 
para fracciones de emulsionante Tween 20 comprendidas entre los valores 0.005 y 
0.040. Para ello, se empleó el método de derivatización descrito en el apartado 5.3.2. 
En todos los casos los pares de datos absorbancia-tiempo obtenidos se ajustaron 
perfectamente a la ecuación integrada de orden uno, permitiendo así obtener la 
constante de velocidad observada, kobs. En la figura 8.2.1 se muestra un ejemplo de una 
cinética típica. 
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Figura 8.2.1. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y 
representación del ln[At-Ainf] vs tiempo. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de maíz/tampón cítrico - citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI (Tween 
20) = 0.00478, [16-ArN2+] = 2.90·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.2.2, así como los ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 8.2.1. Los resultados muestran una disminución de kobs, en un factor 
de aproximadamente 6, a medida que aumenta el valor de ΦI presente en la emulsión. 
Una modificación de la relación O/A no produce efectos significativos sobre kobs 
excepto a fracciones de emulsionante bajas, donde se pueden apreciar variaciones del ∼ 
25% para ΦI = 0.005.  
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Figura 8.2.2. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12], para las emulsiones 1:9 y 4:6 (O/A). Condiciones 
experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico- citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.65/Tween 20), Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico - citrato de sodio 
0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] 
=0.02M, T = 25ºC. 
 Parámetro Emulsión (1:9) Emulsión (4:6) 
Ajuste 
ecuación [4.11] 
102 a 4.13±0.15 6.68±0.67 
b 308±16 417±58 
Ajuste 
ecuación [4.12] 
102 a 4.38±0.27 6.92±0.39 
b 333.82±56 446±51 
 
Tabla 8.2.1.Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.2.2. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
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8.2.2. Determinación de la distribución del ácido cafeico utilizando el modelo 
simplificado de la pseudofase. 
  
 Dado que hay más de un 99% de CA en la fase acuosa (indicando que la 
concentración efectiva de ácido cafeico en la fase orgánica es despreciable), se pueden 
interpretar los datos experimentales sobre la base del modelo de la pseudofase 
simplificado ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las ecuaciones [4.22] y [4.25] 
deducidas en el apartado 4.2. De la representación lineal de 1/kobs frente a ΦI se puede 
obtener de la pendiente y combinando la pendiente con el valor de la ordenada en el 
origen, el valor de kI y el valor de PAI (tabla 8.2.2). 
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Figura 8.2.3. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.22] y [4.25], para las emulsiones 1:9 y 4:6 (O/A). Condiciones 
experimentales: Emulsiones formadas por aceite de maíz/tampón cítrico- citrato de 
sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] 
=0.02M, T = 25ºC. 
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 Emulsión (1:9) Emulsión (4:6) 
 PAI 102 kI (M-1 s-1) PAI 102 kI (M-1 s-1) 
Ajuste 
ecuación [4.22] 278 3.03 250 3.64 
Ajuste 
ecuación [4.25] 301 2.97 268 3.52 
 
 
Tabla 8.2.2. Valores de PAI y kI  obtenidos para las emulsiones 1:9 y 4:6, ajustando los 
datos de la figura 8.2.2  a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. 
 
 A partir de la constante de partición PAI, se puede conocer el porcentaje de ácido 
cafeico que está presente en la fase acuosa e interfase del sistema emulsionado. Este 
porcentaje viene dado por las ecuaciones [4.29] y [4.30] descritas en el apartado 4.2.  
 
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4 5
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
Interfase
Acuosa
1: 9        4:6
 
 
Figura 8.2.4. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en la fase acuosa e 
interfásica del sistema emulsionado sobre la base del modelo cinético de la pseudofase 
simplificado. Condiciones experimentales: Emulsiones formadas por aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20, [CA] = 4.4·10-3M,    
[16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Los resultados obtenidos (figura 8.2.4) muestran que un incremento en ΦI 
produce que cada vez se incorpore más antioxidante a la región interfásica, de tal forma 
que cuando ΦI ∼ 0.04 un  95% de todo el CA se encuentra localizado en dicha región. 
Además, se puede observar que la emulsión 4:6 (O/A) contiene un 5% más de 
antioxidante  en la interfase para fracciones bajas de emulsionante (ΦI ∼ 0.005) respecto 
a la emulsión 1:9 (O/A), lo que está de acuerdo con su naturaleza hidrofílica. 
 
 
8.2.3. Comparación de resultados: Modelo completo de la pseudofase. 
  
 Con el fin de comparar la validez de los modelos empleados, se consideró 
conveniente comparar la distribución obtenida en el apartado anterior con la que se 
obtendría a partir de las dos relaciones O/A estudiadas mediante la determinación de las 
constantes de partición POI y PAI utilizando el modelo cinético completo de la 
pseudofase (ecuación [4.11] ).  
 
 Los valores obtenidos para las constantes de partición, así como el de su 
cociente, que representa la constante de partición entre la fase orgánica y la acuosa en 
ausencia de emulsionante, PAO , se recogen en la tabla 8.2.3. 
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            Ajuste matemático  
            Ecuaciones [4.13] y [4.14] 
        Valor de b para ΦO/ ΦA 4/6       Valor de b para ΦO/ ΦA 1/9 
 
   
      Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
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Emulsión 102 a b 102 kI (M-1 s-1) PAI POI PAO 
1:9 4.13 308.75 3.32 
285 1408 0.2024 
4:6 6.68 417.55 3.63 
 
Tabla 8.2.3. Valores de PAI, POI, kI   y  POA obtenidos a partir del ajuste de los datos de la figura 
8.2.2  a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
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 Los resultados obtenidos muestran que no existe una variación significativa de 
kobs para diferentes relaciones O/A, sobre todos para fracciones altas de emulsionante, lo 
que puede dar lugar a pequeños errores en la estimación de los valores obtenidos para b 
(ajuste a las ecuaciones [4.11] y [4.12]), que pueden reflejarse en la determinación de 
las constantes de partición. Los valores obtenidos para la constante de partición PAI y 
para la constante de velocidad kI son muy similares a los obtenidos aplicando el modelo 
cinético de la pseudofase simplificado (veáse tabla 8.2.2). Sin embargo, el valor de PAO 
obtenido a partir de dos relaciones de A/O diferentes es significativamente distinto al 
obtenido experimentalmente (veáse apartado 8.1), debido fundamentalmente al error 
que existe en la determinación de POI, ya que la concentración de CA presente en la fase 
orgánica es muy pequeña. No obstante, PAI es mucho menor que POI  lo que sugiere que 
la cantidad de CA presente en la fase orgánica es muy pequeña, confirmando las 
observaciones experimentales vistas en el apartado 8.1.  
  
 A partir de las constantes de partición determinadas, se puede conocer el 
porcentaje de ácido cafeico que está presente en las diferentes fases del sistema 
emulsionado (oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje, como ya se ha indicado 
en el apartado 4.1, viene dado por las ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18]. 
 
Los resultados obtenidos, que se muestran en la figura 8.2.5., ponen de 
manifiesto que el ácido cafeico está presente mayoritariamente en la interfase y en la 
fase acuosa del sistema encontrándose cantidades inferiores al 1% en la fase orgánica; 
distribución idéntica a la obtenida utilizando el modelo simplificado de la pseudofase lo 
que indica que la aproximación efectuada ([CA]fase orgánica∼ 0) es correcta. Además, se 
observa que el volumen de la región interfásica no afecta significativamente a la 
distribución del ácido cafeico en el sistema emulsionado. 
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Figura 8.2.5. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en las diferentes fases 
del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsiones formadas por aceite 
de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20, [CA] = 4.4·10-3M,    
[16-ArN2+] = 2.83·10-4M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC.  
 
 
8.2.4. Efecto de la acidez sobre la distribución de ácido cafeico. 
 
 
HO
OH
O
OH
Ácido Cafeico
pK1= 4.47
pK2 = 8.32
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  El ácido cafeico presenta dos grupos ionizables cuyas constantes de ionización 
son pKa1(-COOH) = 4.47 y pKa2 = 8.32 para el grupo hidroxilo en posición 41-4, por lo 
que la acidez del medio puede jugar un papel importante sobre la distribución del ácido 
cafeico entre las fases acuosa e interfásica del sistema emulsionado al igual que sucede 
con otros antioxidantes hidrofílicos como el ácido gálico5. Por ello, se ha analizado el 
efecto que la acidez de la fase acuosa ejerce sobre kobs y sobre las constantes de 
partición. 
 
 Para ello, se estudió la influencia  de la acidez sobre  kobs variando la fracción de 
emulsionante de 0.005 a 0.04 en emulsiones 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato 
de sodio 0.04M/Tween 20).  
 
 
Φ Ι
0 0,02 0,04 0,06
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Figura 8.2.6. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12], para --pH = 3.05, -- pH = 3.35, -- pH = 3.6, -- pH = 
3,97. Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato 
de sodio 0.04M/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] 
=0.02M, T = 25ºC. 
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Ajuste ecuación [4.11] Ajuste ecuación [4.12] 
Parámetro/ pH 
Fase Acuosa 
Emulsión 1:9 
102 a b a b 
pH 3.05 1.79±0.18 528.71±66.62 51.84±4.18 29905.01±183.76 
pH 3.35 2.73±0.12 390.51±23.46 37.24±7.95 14306.42±347.02 
pH 3.6 4.13±0.15 308.74±16.60 22.85±1.42 7627.84±58.32 
pH 3.97 7.56±0.78 216.04±36.98 13.96±3.40 2772.01±142.05 
 
Tabla 8.2.4.Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir del ajuste de los datos de 
la figura 8.2.6. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
Los resultados expuestos en la figura 8.2.6 muestran una variación significativa 
de kobs con la acidez que puede ser debida no sólo al efecto que la acidez tiene sobre la 
distribución de  CA entre las diferentes regiones del sistema emulsionado sino que 
también a su influencia sobre la constante de velocidad para la reacción entre la sal de 
arenodiazonio y el CA en la interfase (kI). 
 
Se han estimado las constantes de partición PAO para mezclas binarias (1:9) 
(aceite de maíz /tampón citrato-citrato de sodio 0.04M) a los distintos valores de pHs 
estudiados siguiendo la metodología descrita en el apartado 5.3.1.  
 
Los valores de PAO obtenidos a los distintos pHs muestran que prácticamente 
todo el CA está presente en la fase acuosa (veáse tabla 8.2.5) por lo que, de nuevo, se 
puede asumir que la concentración efectiva de ácido cafeico en la fase orgánica es 
despreciable, permitiendo interpretar los resultados sobre la base del modelo de la 
pseudofase simplificado.  
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(*) Este valor ha sido determinado suponiendo el %CA en la fase orgánica el 100% - %CA en la fase 
acuosa. 
Tabla 8.2.5. Porcentaje de ácido cafeico presente en la fase acuosa y orgánica de una 
mezcla binaria aceite-agua (diferentes pHs) y valor de la constante de partición PAO. 
 
 
 La constante de partición PAI se ha determinado ajustando los pares de datos 
(kobs, ΦI) obtenidos, a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. De la representación lineal de 
1/kobs frente a ΦI se puede obtener el valor de kI y, combinando la pendiente con el valor 
de la ordenada en el origen, el valor de PAI.  
 
 Los valores de PAI y kI obtenidos para cada valor de pH se muestran en la tabla 
8.2.6. En ella se puede observar una disminución de PAI al incrementar el pH que se 
debe a la mayor afinidad de las formas ionizadas de CA por la fase acuosa que por la 
interfase del sistema. La constante de velocidad para la reacción entre los iones 
arenodiazonio y el ácido cafeico en la interfase (kI) incrementa significativamente al 
disminuir la acidez de la fase acuosa, dada la mayor presencia de la forma reactiva del 
ácido cafeico (dianiónica).  
 
 
 
 
pH Fase Acuosa 
(Emulsión 1:9) 
%CAA %CAO PAO 
pH 3.05 98.92 0.80 0.0728 
pH 3.35 98.98 0.85 0.0773 
pH 3.65 99.47 0.49 0.0443 
pH 3.97 99.72 --- 0.0253(*) 
W A TE R 
)(
)(
W
OO
W AO
AOP =
OIL 
AOO 
AOW 
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Ajuste ecuación [4.22] Ajuste ecuación [4.25] 
pH Fase 
Acuosa 
Emulsión 1:9 
PAI 102 kI (M-1 s-1) PAI 102 kI (M-1 s-1) 
pH 3.05 476 0.769 526 0.756 
pH 3.35 351 1.591 346 1.589 
pH 3.65 278 3.03 301 2.97 
pH 3.97 195 7.918 179 8.162 
 
Tabla 8.2.6. Valores de PAI y kI  obtenidos para los distintos pHs de fase acuosa ajustando 
los datos de la figura 8.2.6 a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. 
  
 A partir de la constante de partición PAI, se puede conocer el porcentaje de ácido 
cafeico que está presente en la fase acuosa e interfase del sistema emulsionado. Este 
porcentaje viene dado por las ecuaciones [4.29] y [4.30] descritas en el capítulo 4.  
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Figura 7.2.7. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en la fase acuosa e 
interfásica del sistema emulsionado para pH = 3.05, pH = 3.35, pH =  3.65, pH = 3.97. 
Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de 
sodio 0.04M / Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, 
T = 25ºC.  
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 Los resultados obtenidos muestran un incremento del porcentaje de CA en la 
fase acuosa a expensas de una disminución en la interfase al incrementar el pH de la 
fase acuosa del sistema emulsionado.  Así pues, para una fracción de emulsionante de 
aproximadamente 0.005, el porcentaje de CA en la fase acuosa incrementa de un 25% a 
un 47% al aumentar el pH de 3.05 a 3.97, debido a la mayor presencia de las formas 
ionizadas del ácido cafeico, las cuales presentan una mayor afinidad por la fase acuosa. 
 
 Por otra parte se observa una dependencia lineal de log (kI) con el pH, 
obteniendo una pendiente igual a la unidad (figura 7.2.8). 
 
              
log (k I) = (-5,50 ± 0,23) + (1,10 ± 0,07) pH
 
pH 
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Figura 7.2.8. Influencia de la acidez sobre la constante de velocidad en la interfase kI 
para la reacción entre los iones arenodiazonio y el ácido cafeico en la interfase del 
sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65 / Tween 20); [16-ArN2+] =    
2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC.  
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 También, se ha analizado el efecto que la acidez de la fase acuosa ejerce sobre 
las constantes de partición y por tanto, sobre la distribución del ácido cafeico en 
emulsiones preparadas con aceite de oliva, obteniendo un comportamiento similar al 
encontrado en emulsiones preparadas con aceite de maíz. A modo de ejemplo, en la 
figura 7.2.9, se muestra la distribución obtenida para el ácido cafeico para una emulsión 
preparada con 4 mL de aceite de oliva y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0.04M, pH 3.0 y 
T =25ºC. 
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Figura 8.2.9. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en la fase acuosa e 
interfásica del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsiones formadas 
por aceite de oliva /tampón cítrico -citrato de sodio 0.04M, pH 3.0/Tween 20), [16-
ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
8.2.5. Efecto de la Temperatura sobre la distribución del ácido cafeico. 
 
 También se ha considerado interesante analizar el efecto que la temperatura 
tiene sobre la constante de partición PAI y por tanto, sobre la distribución de CA. La 
temperatura es un parámetro que puede afectar no sólo a las constantes de partición, 
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modificando la distribución de CA ente las fases acuosa e interfase del sistema, sino que 
también puede afectar a la constante de reacción entre los iones arenodiazonio y el CA 
en la interfase del sistema (kI), dando lugar a las variaciones observadas en las kobs. 
 
 Este estudio se ha realizado en emulsiones 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M pH 3.65/ Tween 20) variando la temperatura del sistema 
emulsionado de T = 15º – 35º C.  La figura 8.2.10 muestra  la variación obtenida de kobs 
con la T para distintas fracciones de Tween 20 (ΦI). 
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Figura 8.2.10. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a 
las ecuaciones [4.22] y [4.25], para diferentes temperaturas. Condiciones 
experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 
0.04M/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M. 
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Se han estimado las constantes de partición PAO para mezclas binarias (1:9) 
(aceite de maíz /tampón citrato-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65) a los distintos valores 
de  T estudiados siguiendo la metodología descrita en el apartado 5.3.1.  
 
Los valores de PAO obtenidos a los distintas T muestran que prácticamente todo 
el CA está presente en la fase acuosa (veáse tabla 7.2.7) por lo que, de nuevo, se puede 
asumir que la concentración efectiva de ácido cafeico en la fase orgánica es 
despreciable, permitiendo interpretar los resultados sobre la base del modelo de la 
pseudofase simplificado.  
 
(*) Estos valores han sido determinados suponiendo el %CA en la fase orgánica el 100% - %CA en la 
fase acuosa. 
Tabla 8.2.7. Porcentaje de ácido cafeico presente en la fase acuosa y orgánica de una 
mezcla binaria aceite-agua (diferentes T) y valor de la constante de partición PAO. 
 
 La constante de partición PAI se ha determinado ajustando los pares de datos 
(kobs, ΦI) obtenidos, a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. De la representación lineal de 
1/kobs frente a ΦI se puede obtener el valor de kI y, combinando la pendiente con el valor 
de la ordenada en el origen, el valor de PAI.  
 
  Como se puede observar en la tabla 8.2.8 , la constante de partición PAI  no se 
ve afectada notablemente por variaciones en la temperatura del medio (T = 15º - 35º). 
La constante de partición PAI disminuye de 347 (T = 15ºC) a 239 (T = 35ºC) como una 
consecuencia de la dependencia de la solubilidad del ácido cafeico6 en la interfase y 
región acuosa con la temperatura y esta variación se va a ver reflejada en su 
T ºC %CAA %CAO PAO 
15 99.36 0.64 0.0580(*) 
20 99.48 0.52 0.0471(*) 
25 99.47 0.49 0.0443 
W A TE R 
)(
)(
W
OO
W AO
AOP =
OIL 
AOO 
AOW 
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distribución. Sin embargo, si se produce una variación significativa de la constante de 
velocidad para la reacción entre los iones arenodiazonio y el ácido  cafeico en la 
interfase (kI) con la temperatura, llegándose a cuadruplicar esta constante al pasar de  T 
= 25ºC a  T = 35ºC. 
 Ajuste ecuación [4.22] Ajuste ecuación [4.25] 
TºC 
Emulsión 1:9 
PAI kI (M-1 s-1) PAI kI (M-1 s-1) 
15º 347 0.0097 352 0.0097 
20º 310 0.0210 274 0.0215 
25º 278 0.0303 301 0.0297 
30º 255 0.0664 255 0.0664 
35º 239 0.1212 221 0.1240 
 
Tabla 8.2.8. Valores de PAI y kI  obtenidos para las distintas temperaturas de estudio 
ajustando los datos de la figura 7.2.9  a las ecuaciones [4.22] y [4.25]. 
 
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4 5
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
15ºC
20ºC
25ºC
30ºC
35ºC
 
Figura 8.2.11. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en la fase acuosa e 
interfásica del sistema emulsionado para diferentes temperaturas. Condiciones 
experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 
3.65 / Tween 20); [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M. 
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 A partir de la constante de partición PAI, se puede conocer el porcentaje de ácido 
cafeico que está presente en la fase acuosa e interfase del sistema emulsionado. Como 
se puede observar en la figura 8.2.11., la temperatura no tiene un efecto significativo 
sobre la distribución de CA en el intervalo de temperaturas estudiado.  
 
 Por otra parte, a partir de la variación de kI con la temperatura se pueden 
determinar los parámetros de activación (Ea, ∆H# y ∆S#) para la reacción entre 16-ArN2+ 
con el ácido cafeico en la interfase del sistema emulsionado. 
  
 De esta manera, utilizando la ecuación de Arrhenius (ecuación [8.2.1]) se puede 
determinar la energía de activación representando ln kI vs 1/T. Los valores de ∆H# y ∆S# 
se pueden obtener teniendo en cuenta la teoría de las velocidades absolutas (ecuación 
[8.2.2]). 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ecuación de Arrhenius 
cte
RT
Ek aI +−=ln   [8.2.1] 
 
Teoría de las velocidades absolutas 
RT
H
R
S
Tk
hk
b
I
##
ln ∆−∆=





  [8.2.2] 
 
 kI representa la constante de velocidad observada para la reacción en la interfase; kb, la 
constante de Boltzman; h, es la constante de Planck; R, es la constante universal de los 
gases ideales; T, es la temperatura absoluta; ∆H#, la variación de entalpía en el estado de 
transición; ∆S#, la variación de entropía en el estado de transición y Ea, la energía de 
activación. 
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103 1/T (k-1)
3,25 3,3 3,35 3,4 3,45
ln
(k
I·
h/
(T
·
k b
))
-34
-33,5
-33
-32,5
-32
-31,5
     
103 1/T (K-1)
3,25 3,3 3,35 3,4 3,45
ln
 
k  
I
-4,5
-4
-3,5
-3
-2,5
-2
 
 
ln(kI) = (38.42 ± 1.39) + (-12484.08 ± 417.83)·1/T
 
ln(kI·h/(T·kb)) = (-7.95 ± 1.39) + (-12182.8026 ± 418.04)·1/T
 
      
Figura 8.2.12. Ajuste de los datos experimentales a las ecuaciones de Arrhenius y 
Teoría de las velocidades absolutas que permiten obtener los valores de Ea, ∆H# y ∆S#. 
Los valores de kI son tomados de la tabla 8.2.8, los correspondientes al ajuste a la 
ecuación [4.22].  
 
 
Los valores obtenidos para Ea, ∆H# y ∆S#  a partir de los ajustes lineales se 
muestran en la tabla 8.2.9.  El valor de ∆S# obtenido es negativo a diferencia del 
observado para la descomposición espontánea de 4-metilbencenodiazonio7 en agua (∆S# 
= 33.59 J/(mol·K)), lo que sugiere que el estado de transición tiene una menor libertad 
estructural que la que presentan los reactivos. 
 
Ea (kJ/mol) ∆H# (kJ/mol) ∆S# (J/mol·K) 
103.74 ± 3.47 101.24 ± 3.47 -66.06 ± 11.55 
 
Tabla 8.2.9. Valores de Ea, ∆H# y ∆S# para una emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65 / Tween 20), intervalo de temperaturas 15ºC-
35ºC; [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M. 
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Análisis termodinámico de la transferencia de ácido cafeico entre las regiones 
acuosa e interfásica. 
 
Se puede realizar un análisis termodinámico de la transferencia del ácido cafeico 
entre la fase acuosa e interfásica del sistema emulsionado a partir de los valores de las 
constantes de partición PAI determinadas para cada una de las  temperaturas estudiadas, 
estimándose los valores de la energía libre de Gibbs ( IATG
→∆ 0 ), entalpía ( IATH
→∆ 0 ) y 
entropía ( IATS
→∆ 0 ) del proceso de transferencia de CA de la región acuosa a la interfase 
del sistema emulsionado. 
  
Dado que las concentraciones de CA son mucho menores que las de agua y 
aceite, se puede considerar que sus disoluciones se comportan idealmente, por tanto, el 
coeficiente de actividad se puede aproximar a la unidad. De esta manera, en un sistema 
en equilibrio dinámico, el potencial químico de CA en cada una de las regiones del 
sistema viene dado por las ecuaciones [7.2.3] y [7.2.4], donde ACA,0µ  y ICA,0µ  son los 
potenciales químicos estándar y ACAX  y 
I
CAX  son las fracciones molares de CA en las 
regiones acuosa e interfásica, respectivamente. 
 
A
CA
A
CA
A
CA XRT ln
,0 += µµ   (Región acuosa)        [8.2.3] 
I
CA
I
CA
I
CA XRT ln
,0 += µµ   (Región interfásica)   [8.2.4] 
 
En el equilibrio, los potenciales químicos del ácido cafeico en ambas regiones, 
acuosa e interfásica, son iguales, por lo que la energía libre de Gibbs para la 
transferencia de un mol de CA de la región acuosa a la interfásica viene dada por la 
ecuación [8.2.5]. 
           I
m
I
A
A
mA
CA
I
CA
IA
T VP
V
RTG ln,0,00 =−=∆ → µµ              [8.2.5] 
 
en donde AmV = 0.018 M
-1 y ImV = 1.121 M
-1
 son los volúmenes molares de agua y 
emulsionante, respectivamente (obtenidos a partir de los valores de densidad recogidos 
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en la bibliografía a T = 25ºC). Existen estudios calorimétricos8 que demuestran que la 
variación de la densidad del agua con la temperatura (T = 15º – 35ºC) es inferior al 1%9 
y si, además, se asume que la variación de la densidad de la interfase es también 
pequeña, se puede considerar que los volúmenes molares del agua y del emulsionante 
son prácticamente constantes en el intervalo de temperaturas estudiado. 
 
El valor de IATG
→∆ 0  obtenido se muestran en la tabla 8.2.10. El hecho 
experimental de que se obtengan valores negativos indica que el proceso de 
transferencia de CA de la fase acuosa a la interfase es un proceso espontáneo en el 
intervalo de temperaturas estudiado. Resultados similares se han obtenido para otros 
antioxidantes hidrofílicos como el ácido gálico.10 
 
La entalpía del proceso de transferencia entre las regiones acuosa-interfásica, 
IA
TH
→∆ 0 , se puede determinar a partir de la variación de las constantes de partición PAI 
con la temperatura utilizando la ecuación de Van´t Hoff11  (ecuación [8.2.6]), 
suponiendo que su valor no depende de la temperatura. Esta variación se muestra en la 
figura 7.2.13, con el ajuste lineal correspondiente. 
 
 La entropía del proceso de transferencia, IATS
→∆ 0 se puede obtener para cada 
temperatura a partir de la ecuación de Gibbs [8.2.7], suponiendo que su valor no 
depende de la temperatura. Los valores obtenidos se indican en la tabla 8.2.10.  
 
T
GHS
IAIA
IA
T
−−
→ ∆−∆
=∆
,0,0
,0
 [8.2.7] 
 
El valor obtenido para IATS
→∆ 0  es positivo lo que indica que el proceso de 
transferencia de CA de la región acuosa a la interfase es un proceso que también está 
controlado entrópicamente. 
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103 1/T (k-1)
3,24 3,28 3,32 3,36 3,4 3,44 3,48
ln
 
P A
I
4
4,5
5
5,5
6
ln PAI = (-0,16 ± 0,37)  + (1732,37 ± 110)·1/T
 
 
Figura 8.2.13. Variación de ln PAI con 1/T (Kelvin). En base a la ecuación de Van´t 
Hoff (ecuación [8.2.6]) se puede obtener el valor de IATH
→∆ 0 de la pendiente del ajuste 
lineal. Los valores de PAI son tomados de la tabla 8.2.7, los correspondientes al ajuste a 
la ecuación [4.25]. Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de maíz/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65 / Tween 20); [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 
4.4·10-3M. 
 
 
IA
TG
→∆ 0  
(kJ/mol) 
IA
TH
→∆ 0  
(kJ/mol) 
IA
TS
→∆ 0  
(kJ/mol K) 
-24.17 4.8 0.56 
 
Tabla 8.2.10. Valores de entalpía, entropía y energía de Gibbs para la transferencia de 
CA entre las regiones acuosa e interfásica del sistema emulsionado (los valores de 
entalpía son obtenidos a partir de la pendiente del ajuste lineal de la variación de ln PAI 
vs 1/T, figura 8.2.12). Condiciones experimentales: Emulsión 1:9 (aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65 / Tween 20); [16-ArN2+] =     
2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M.  
 
 
( )
P
I
AIA
T
T
P
RH

















∂
∂
=∆ →
1
ln
,0 [8.2.6] 
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8.2.6. Efecto de la naturaleza de la fase orgánica. 
 
 La naturaleza del aceite empleado en la preparación de emulsiones puede jugar 
un papel muy importante en la distribución de los antioxidantes. Es por ello por lo que 
se consideró importante analizar la influencia de la naturaleza de la fase orgánica de la 
emulsión sobre la distribución de este antioxidante.  Para ello se prepararon las 
emulsiones con aceite de oliva y aceite de soja, ambos libres de antioxidantes (véase 
preparación del aceite en apartado 5.2.3). 
 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron emulsiones 1:9 ó 4:6 (aceite/tampón 
cítrico-citrato de sodio 0.04M/Tween 20) variando la concentración de emulsionante de 
0.005 a 0.04. Las constantes de velocidad se han obtenido siguiendo la metodología 
descrita en el apartado 5.3.3. 
 
La solubilidad del ácido cafeico en los aceites utilizados (maíz, oliva y soja) es 
prácticamente nula, por lo que no ha podido estimarse espectrofotométricamente su 
concentración en la fase orgánica del sistema binario por estar por debajo de los límites 
de detección y cuantificación, lo que da lugar a una mayor incertidumbre en la 
determinación del valor de la constante de partición PAO (véase apartado 8.1). Dado que 
la concentración efectiva de ácido cafeico en la fase orgánica se puede considerar 
despreciable, los resultados obtenidos se han interpretado sobre la base del modelo 
cinético de la pseudofase simplificado, ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las 
ecuaciones [4.22] y [4.25], figura 8.2.14. De la representación lineal de 1/kobs frente a 
ΦI se puede obtener de la pendiente y combinando la pendiente con el valor de la 
ordenada en el origen, el valor de kI y el valor de PAI (tabla 8.2.11). 
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Figura 8.2.14. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a 
las ecuaciones [4.22] y [4.25]. Condiciones experimentales: (A) Emulsión 4:6 
(aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] =      
2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. (B) Emulsión 1:9 
(aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] =      
2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 
 Ajuste ecuación [4.22] Ajuste ecuación [4.25] 
Emulsión  Aceite PAI 102 kI (M-1s-1) PAI 102 kI (M-1s-1) 
1:9 (O/A) Maíz 277.87 3.03 300.67 2.97 
1:9 (O/A) Oliva 389.58 3.81 405.86 3.80 
4:6 (O/A) Maíz 250.46 3.64 267.70 3.52 
4:6 (O/A) Soja 104.35 5.90 97.62 6.02 
 
Tabla 8.2.11. Valores de PAI y kI  obtenidos para las emulsiones preparadas con los aceites 
objeto de estudio (maíz, oliva y soja), aplicando el modelo cinético de la pseudofase 
simplificado. 
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 Los valores de PAI obtenidos para las emulsiones formadas por aceite de maíz y 
aceite de oliva difieren en un ∼26%, lo que parece indicar que un cambio en la 
composición del aceite (el aceite de oliva es rico en oleico (C18:1) mientras que el de 
maíz es rico en linoleico (C18:2) y es más insaturado que el de oliva), no afecta 
significativamente a la distribución de CA en ambos medios. Sin embargo, si existen 
diferencias significativas con los valores de PAI obtenidos para  las emulsiones 
preparadas con aceite de soja (∼58%  de diferencia con las emulsiones preparadas con 
aceite de maíz y ∼73% de diferencia con las emulsiones preparadas con aceite de oliva). 
Estos resultados muestran que la composición del aceite si tiene un efecto importante  
sobre la distribución del ácido cafeico cuando el aceite empleado para preparar las 
emulsiones es el aceite de soja (más rico en linolénico, C18:3, con respecto a los otros 
aceites estudiados). 
 
 A partir de la constante de partición PAI, se puede conocer el porcentaje de ácido 
cafeico que está presente en cada una de las regiones del sistema emulsionado (figura 
8.2.15). 
 
 La distribución obtenida para los medios emulsionados que contienen aceite de 
maíz o aceite de oliva es muy similar, encontrándose el ácido cafeico distribuido 
mayoritariamente, en ambos casos, en la región interfásica del sistema. Así, los 
resultados obtenidos muestran que el ácido cafeico para fracciones de emulsionante 
bajas (ΦI = 0.005), el  63-71% (aceite de oliva y aceite de maíz, respectivamente) se 
encuentra localizado en la interfase del sistema emulsionado, aumentando su presencia 
en esta región a medida que se produce un aumento de la fracción de emulsionante, 
favoreciendo su incorporación en la interfase, llegando, en ambos casos, a un 94% de 
ácido cafeico para ΦI ∼0.04. Sin embargo, la distribución obtenida para el ácido cafeico 
en emulsiones preparadas con aceite de soja muestra diferencias significativas en el 
porcentaje de ácido cafeico presente en la región acuosa e interfásica con respecto a los 
obtenidos en emulsiones de aceite de maíz  u oliva. Así, inicialmente (ΦI ∼0.005), el 
ácido cafeico se encuentra mayoritariamente distribuido en la fase acuosa  (∼60%) con 
un ∼40% en la fase interfase a diferencia del 60-70% de antioxidante que se encuentra 
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en la interfase a esta fracción de emulsionante en las emulsiones preparadas con aceite 
de oliva o maíz. 
 
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4 5
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
Aceite de Oliva
Aceite de Maíz
Aceite de Soja
 
 
Figura 8.2.15. Variación del porcentaje de ácido cafeico con ΦI en las diferentes 
regiones del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsiones formadas 
por aceite (máiz, oliva y soja)/tampón cítrico -citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 
20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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8.3. DISTRIBUCIÓN DEL CAFEATO DE METILO EN 
EMULSIONES ACEITE/AGUA (O/A). 
 
  En este apartado se ha analizado la distribución de uno de los derivados 
hidrofóbicos del ácido cafeico, el cafeato de metilo (C1), que tal y como indica su valor 
de  PAO (véase apartado 8.1), se distribuye entre ambas fases de un sistema binario 
aceite/agua, fase acuosa y  la fase oleosa. Es por ello, que es necesaria la determinación 
de dos constantes de partición, PAI y POI, para conocer su distribución en el sistema 
emulsionado. 
 
8.3.1. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs . 
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) se ha realizado 
utilizando emulsiones 4:6, formadas por 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de fase acuosa 
(tampón cítrico- citrato de sodio  0.04M, pH 3.65), variando la fracción de emulsionante 
(ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. En todos los casos los pares de datos absorbancia 
del colorante azoico formado-tiempo obtenidos se ajustaron perfectamente a la ecuación 
integrada de orden uno, permitiendo así obtener las constantes de velocidad observada 
(kobs). En la figura 8.3.1 se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica. 
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0 200 400 600 800 1000
A 
57
2 
nm
0
0,2
0,4
0,6
L
n(A
t
 
-A
inf)
-6
-4
-2
0
 
Figura 8.3.1. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y 
representación del ln[At-Ainf] vs tiempo. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI (Tween 
20) = 0.0137, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C1] = 3.47·10-3M, [NED] =0.02M,   T = 25ºC. 
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 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.3.2 así como sus ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 8.3.1. Estos resultados muestran una disminución de kobs en un 
factor de aproximadamente seis veces al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04. Si se 
analizan las kobs obtenidas para el CA y C1 para una fracción de emulsionante 
determinada, se observa que se produce un aumento en las constantes de velocidad de 
1,3 veces cuando el antioxidante que se tiene en el medio emulsionado es el cafeato de 
metilo. 
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Figura 8.3.2. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12]. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20),  [16-ArN2+] =   
2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Parámetro Ácido cafeico Cafeato de metilo 
Ajuste ecuación 
[4.11] 
102·a 6.68±0.67 8.11±1.22 
b 417±58 388±81 
Ajuste ecuación 
[4.12] 
102·a 6.92±0.39 8.63±2.85 
b 446±51 430.65±91 
 
Tabla 8.3.1. Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.3.2. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
 
8.3.2. Determinación de la distribución de cafeato de metilo en emulsiones 
preparadas con aceite de maíz. 
 
Conocido el valor de PAO se pueden obtener las constantes de partición POI y  
PAI, conociendo la variación de kobs con la fracción de emulsionante (ΦI) para un 
sistema emulsionado con una relación O/A determinada (figura 7.3.2), resolviendo un 
sistema formado por dos ecuaciones y dos incógnitas. 
 
        Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
               
( )
1
1
−
ΦΦ+
ΦΦ+
= I
OOA
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I
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PP
PPb  
    30.3== I
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A P
P
P  
 
 Los valores de POI y PAI obtenidos para la emulsión 4:6 (O/A) se muestran en la 
tabla 8.3.2. 
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Antioxidante 102 kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
Cafeato de metilo(C1) 5.95    747 226 3.30 
 
Tabla 8.3.2. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación espectrofotométrica 
de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI) para una emulsión 4:6 (O/A) , T = 25ºC. 
 
 A partir de los valores de las constantes de partición, se puede conocer el 
porcentaje de antioxidante que está presente en las diferentes regiones del sistema 
emulsionado (oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las 
ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18].  
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Figura 8.3.3. Variación del porcentaje de ácido cafeico (CA) y cafeato de metilo (C1) 
en las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 
4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-
ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M,  [C1] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
  
Capítulo 8                       DISTRIBUCIÓN  ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
174 
 
 
 Los resultados que se muestran en la figura 8.3.3, indican que mientras el ácido 
cafeico se encuentra mayoritariamente distribuido entre las regiones acuosa e 
interfásica, el cafeato de metilo se distribuye entre las tres regiones del sistema.  La 
variación del porcentaje de antioxidante  en la interfase con la fracción de emulsionante 
presente en la emulsión es prácticamente idéntica para los dos antioxidantes, llegando a 
un 95% para ΦΙ = 0.04, y diferenciándose en su contenido en la región acuosa y 
orgánica. Así, para una fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005, el 31% de CA 
está presente en la fase acuosa mientras que para el cafeato de metilo  tan sólo un 11% 
está presente en la región acuosa encontrándose un 24% en la región orgánica, lo que 
está de acuerdo con el aumento de la hidrofobidad del antioxidante C1 al bloquear el 
grupo carboxílico con un grupo metilo. 
 
 
8.3.3. Determinación de la distribución de cafeato de metilo en emulsiones 
preparadas con aceite de oliva. 
 
 Con el objetivo de extender la aplicación del método cinético propuesto a otras 
emulsiones formadas con aceites comestibles,  se  analizó la distribución de estos 
antioxidantes en emulsiones preparadas con aceite de oliva libre de antioxidantes (véase 
preparación del aceite apartado 8.2.3.). 
 
 Para llevar a cabo este estudio se utilizaron emulsiones 1:9 y 4:6  (aceite de 
oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.0/Tween 20) variando la 
concentración de emulsionante de 0.005 y 0.04.  El pH de la fase acuosa es inferior al 
utilizado en emulsiones preparadas con aceite de maíz debido a que las reacciones son 
cinéticamente más rápidas y de esta forma se consigue definir perfectamente el primer 
tiempo de vida medio obteniendo valores reproducibles para kobs.  
 
  Las constantes de velocidad se han obtenido siguiendo la metodología descrita 
en el apartado 5.3.3. En la figura se muestra un ejemplo de cinética típica en este tipo 
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de emulsiones, a partir de las cuales se han determinado los valores de kobs y su 
variación con la fracción de Tween 20. 
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 Figura 8.3.4. Variación del colorante azoico formado y representación del ln[At – A inf] 
para el cafeato de metilo (C1). Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.0/Tween 20), ΦI = 0.02,  [16-ArN2+] 
=  2.83·10-4M, [C1] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.3.4 así como los ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 8.3.3. Los resultados muestran una disminución de kobs en un factor 
aproximadamente 5 para el cafeato de metilo a medida que aumenta el valor de ΦI 
presente en la emulsión.  
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Figura 8.3.5. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12] para el cafeato de metilo (C1). Condiciones experimentales: 
Emulsión 1:9 y 4:6 (aceite de oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 
3.0/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C1] = 3.5·10-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 Parámetro 
Emulsión 1:9 
(O/A) 
Emulsión 4:6 
(O/A) 
Ajuste ecuación 
[4.11] 
102·a 3.10±0.31 1.86±0.16 
b 635±79 471±53 
Ajuste ecuación 
[4.12] 
102·a 3.37±0.74 2.02±0.63 
b 700±107 430±91 
 
 
Tabla 8.3.3. Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 6.3.5. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
 Determinación de las constantes de partición PAI y POI . 
 
Los valores de PAI y POI pueden ser determinados a partir de los datos 
experimentales obtenidos siguiendo dos procedimientos: 
  
Capítulo 8                       DISTRIBUCIÓN  ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
177 
 
• A partir del valor experimental de PAO obtenido para una mezcla binaria 
aceite/auga y de la variación de kobs vs ΦI obtenida para una determinada 
relación aceite/agua (1:9 ó 4:6). 
• A partir de la variación de kobs vs ΦI obtenida para dos relaciones 
aceite/agua (1:9 y 4:6). 
 
Constantes de partición obtenidas a partir del valor experimental de PAO y de la 
variación de kobs vs ΦI obtenida para una determinada relación aceite/agua (1:9 ó 
4:6). 
 
 Teniendo en cuenta el valor de PAO (véase apartado 8.1) obtenido para el 
cafeato de metilo en emulsiones preparadas con aceite de oliva, se pueden obtener las 
constantes de partición POI Y PAI, conociendo la variación de kobs con la fracción de 
emulsionante (ΦI), figura 7.3.5, mediante la resolución de un sistema  con dos 
ecuaciones y dos incógnitas. Los valores de obtenidos de POI y PAI se muestran en la 
tabla 8.3.4. 
 
        Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
               
( )
1
1
−
ΦΦ+
ΦΦ+
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I
A
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PPb  
    52.2== I
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I
AO
A P
P
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Antioxidante  kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
CA (aceite oliva) E 4:6  0.011 349 …      0.02 
C1 (aceite oliva) E 4:6 0.011 760 301 2.52 
C1 (aceite oliva) E 1:9 0.014 733 291 2.52 
 
Tabla 8.3.4. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación espectrofotométrica 
de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI), T = 25ºC . 
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Los valores de las constantes de partición obtenidas para ambas emulsiones son 
similares con una diferencia menor del 5%, lo que indica que la distribución de este 
antioxidante no se va a ver influenciada significativamente por la relación aceite/agua 
utilizada. 
 
Por otra parte, los resultados muestran que el valor de PAI  es mayor a  medida 
que aumenta la hidrofobidad del antioxidante dada su  mayor afinidad por la interfase 
que por la fase acuosa (PAI CA < PAI C1 ). De la misma manera, también, se ha obtenido 
un valor mayor para la constante de partición POI para el derivado C1, dada su mayor 
tendencia a encontrarse en la interfase del sistema. Tanto para las emulsiones de aceite 
de maíz como las de oliva, se ha encontrado que el valor de kI para estos antioxidantes 
son prácticamente idénticos, poniéndose de manifiesto la idéntica de reactividad entre 
estos antioxidantes con la sal de arenodiazonio.  
 
Constantes de partición obtenidas a partir de las variaciones de kobs vs ΦI  para dos 
relaciones aceite/agua (1:9 y 4:6). 
 
  Con la finalidad de validar los resultados obtenidos se procedió a determinar las 
constantes de partición a partir de los resultados experimentales obtenidos para 
emulsiones preparadas con dos relaciones aceite/agua distintas. 
 
 Los valores obtenidos para las constantes de partición, así como el de su 
cociente, que representa la constante de partición entre la fase orgánica y la acuosa en 
ausencia de emulsionante, PAO , se recogen en la tabla 8.3.5. 
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            Ajuste matemático  
            Ecuaciones [4.11] y [4.12] 
        Valor de b para ΦO/ ΦA 4/6       Valor de b para ΦO/ ΦA 1/9 
 
   
      Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
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    Conocidos  POI y PAI se puede determinar kI 
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ΦΦ+
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Emulsión (O/A) 102 a b  kI (M-1 s-1) PAI POI PAO 
1:9 3.4 700.7 0.014 
720 312 2.31 
4:6 1.9 393.5 0.011 
 
Tabla 8.3.5. Valores de PAI, POI, kI   y  POA obtenidos a partir del ajuste de los datos de la figura 
8.3.5 a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
  Como se puede observar en la tabla 8.3.5, las constantes de partición obtenidas a 
partir de las dos formas de cálculo son idénticas (veáse también tabla 8.3.4), por lo que 
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podemos utilizar cualquiera una de ellas para determinar la distribución del cafeato de 
metilo. 
 
Determinación de la distribución de cafeato de metilo. 
 
 A partir de las constantes de partición, se puede conocer los porcentajes de 
cafeato de metilo que está presente en las diferentes regiones del sistema emulsionado 
(oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las ecuaciones [4.16], 
[4.17] y [4.18]. La distribución  obtenida se muestra en la figura 8.3.6.  
  
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
 Interfase
 Región orgánica
    Región acuosa
CA               C1         
 
 
Figura 8.3.6. Variación del porcentaje de ácido cafeico (CA), cafeato de metilo (C1) en 
las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.0/Tween 20), [16-ArN2+] = 
2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
   
 Los resultados mostrados en la figura 8.3.6, indican que estos antioxidantes se 
encuentran mayoritariamente en la región interfásica del sistema emulsionado con 
porcentajes inferiores en la fase orgánica, 18% para el cafeato de metilo y menos del 
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0,5% para el ácido cafeico. De este modo, para una fracción de Tween 20 
aproximadamente de 0.005, el 70% de C1 está presente en la interfase, encontrándose 
un 18%  en la región orgánica y un 12% en la región acuosa. Además, el porcentaje de 
antioxidante en la interfase aumenta con la cantidad de emulsionante utilizado, por lo 
que para una fracción de emulsionante de ΦI= 0.04, el porcentaje de antioxidante en la 
interfase es de un 94% . 
 
 Por otra parte, la distribución obtenida para los medios emulsionados  estudiados 
(aceite de maíz y aceite de oliva) es muy similar, a pesar de la diferencia de acidez de la 
fase acuosa utilizada para este estudio, que dado que el cafeato de metilo tiene el ácido 
carboxílico del ácido cafeico bloqueado con un grupo metilo su distribución no debería 
verse afectada significativamente por la acidez de la fase acuosa. Si bien, es en el caso 
de la emulsión formada por aceite de oliva donde el porcentaje de cafeato de metilo es 
mayor. Así, los resultados obtenidos muestran que el cafeato de metilo, para fracciones 
de emulsionante bajas (ΦI= 0.005), está presente en la interfase  un 70% para 
emulsiones formadas con aceite de oliva y en un 64% para las formadas por aceite de 
maíz, aumentando su presencia en esta región a medida que aumenta la fracción de 
emulsionante, llegando en ambos casos, a un  94% C1 en la interfase para ΦI= 0.04. 
 
8.3.4. Determinación de la distribución de cafeato de metilo en emulsiones 
preparadas con aceite de soja. 
 
 Conocida la distribución del cafeato de metilo en emulsiones preparadas con 
aceite de maíz y aceite de oliva, también se  analizó la distribución de este antioxidante 
en emulsiones preparadas con aceite de soja libre de antioxidantes (véase preparación 
del aceite apartado 5.2.3.). 
 
 Para llevar a cabo este estudio se utilizaron emulsiones 4:6  (aceite de soja/ 
tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.65/ Tween 20) variando la concentración de 
emulsionante de 0.005 y 0.04.   
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  Las constantes de velocidad se han obtenido siguiendo la metodología descrita 
en el apartado 5.3.3. En la figura 8.3.7 se muestra un ejemplo de cinética típica en este 
tipo de emulsiones, a partir de las cuales se han determinado los valores de kobs y su 
variación con la fracción de Tween 20. 
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 Figura 8.3.7. Variación del colorante azoico formado y representación del ln[At – A inf] 
para el cafeato de metilo (C1). Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
soja/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI = 0.0270, [16-
ArN2+] = 2.90·10-4M, [C1] = 3.65·10-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.3.8 así como los ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 8.3.5. Los resultados muestran una disminución de kobs en un factor 
aproximadamente 5 para el cafeato de metilo a medida que aumenta el valor de ΦI 
presente en la emulsión.  
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Figura 8.3.8. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12] para el cafeato de metilo (C1). Condiciones experimentales: 
Emulsión 4:6 (aceite de soja/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), 
[16-ArN2+] = 2.90·10-4M, [C1] = 3.5·10-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 Parámetro Emulsión 4:6 (O/A) 
Ajuste ecuación 
[4.11] 
102·a 9.49±0.62 
b 258±25 
Ajuste ecuación 
[4.12] 
102·a 9.94±1.14 
b 275±32 
 
 
Tabla 8.3.5. Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.3.8. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
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8.3.5.1. Determinación de las constantes de partición PAI y POI . 
 
 Teniendo en cuenta el valor de PAO (véase apartado 8.1) obtenido para el 
cafeato de metilo en emulsiones preparadas con aceite de soja, se pueden obtener las 
constantes de partición POI Y PAI, conociendo la variación de kobs con la fracción de 
emulsionante (ΦI), figura 8.3.8, mediante la resolución de un sistema  con dos 
ecuaciones y dos incógnitas. Los valores de obtenidos de POI Y PAI se muestran en la 
tabla 8.3.6. 
 
        Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
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Antioxidante  kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
CA (aceite soja) E 4:6  0.059 104 …      0.089 
C1 (aceite soja) E 4:6 0.105 445 159 2.79 
 
Tabla 8.3.6. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación espectrofotométrica 
de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI), T = 25ºC . 
 
Los resultados de la tabla 8.3.6 muestran que el valor de PAI  es mayor a  medida 
que aumenta la hidrofobidad del antioxidante dada su  mayor afinidad por la interfase 
que por la fase acuosa (PAI CA < PAI C1 ). Respecto a la reactividad de estos 
antioxidantes en la interfase, se ha encontrado que el valor de kI para el cafeato de 
metilo es mayor que el obtenido para el ácido cafeico poniéndose de manifiesto 
diferencias en su reactividad con la sal de arenodiazonio.  
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A partir de las constantes de partición, se puede conocer los porcentajes de cafeato de 
metilo que está presente en las diferentes regiones del sistema emulsionado (oleaginosa, 
acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las ecuaciones [4.16], [4.17] y 
[4.18]. La distribución  obtenida se muestra en la figura 8.3.9.  
  
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
CA         C1
 Interfase
 Región orgánica
    Región acuosa
 
 
Figura 8.3.9. Variación del porcentaje de ácido cafeico (CA), cafeato de metilo (C1) en 
las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de soja/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 
2.90·10-4M, [AO] = 3.52·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
   
 Los resultados mostrados en la figura 8.3.9, indican que el cafeato de metilo se 
encuentran mayoritariamente en la región interfásica del sistema emulsionado con 
porcentajes inferiores en la región orgánica, 28%, y en la región acuosa, 15%, para una 
fracción en volumen de emulsionante de ΦI = 0.005. Además, el porcentaje de 
antioxidante en la interfase aumenta con la cantidad de emulsionante utilizado, por lo 
que para una fracción de emulsionante de ΦI= 0.04, el porcentaje de antioxidante en la 
interfase es de un 91% . Se puede observar también que el porcentaje de cafeato de 
metilo en la región  acuosa disminuye hasta un 15% respecto al porcentaje encontrado 
para el ácido cafeico (55%) para una fracción de emulsionante ΦI= 0.005  de acuerdo 
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con el aumento de hidrofobicidad del cafeato de metilo con respecto al ácido cafeico al 
bloquear el ácido carboxílico con un grupo metilo. 
 
8.3.5. Influencia de la naturaleza del aceite empleado sobre la distribución del 
cafeato de metilo. 
 
 Como se ha visto en el estudio de la influencia de la naturaleza del aceite 
utilizado sobre la distribución del ácido cafeico, la naturaleza del aceite empleado en la 
preparación de emulsiones puede tener un efecto importante sobre la distribución de 
estos antioxidantes. Es por ello por lo que se consideró importante analizar la influencia 
de la naturaleza de la fase orgánica de la emulsión sobre la distribución del cafeato de 
metilo preparando emulsiones con aceite de soja, oliva y maíz.  La distribución obtenida 
en cada medio emulsionado estudiado  se muestra en la figura 8.3.10. 
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Figura 8.3.10. Variación del porcentaje de cafeato de metilo (C1) para medios 
emulsionados preparados con aceite de soja, maíz y oliva. Condiciones experimentales: 
Emulsión 4:6 (aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M/Tween 20), pH 3.65  de la 
fase acuosa para emulsiones de aceite de soja y máiz, pH 3.0 de la fase acuosa para 
emulsiones de aceite de oliva, [16-ArN2+] = 2.90·10-4M, [AO] = 3.52·10-3M, [NED] 
=0.02M, T = 25ºC. 
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 La distribución obtenida para los aceites de maíz y de oliva es muy similar, a 
pesar de la diferencia de acidez de la fase acuosa utilizada para este estudio, que dado 
que el cafeato de metilo tiene el ácido carboxílico del ácido cafeico bloqueado con un 
grupo metilo su distribución no debería verse afectada significativamente por la acidez 
de la fase acuosa. Si bien, es en el caso de la emulsión formada por aceite de soja donde 
las diferencias en el porcentaje de antioxidante en cada una de las regiones son mayores, 
sobre todo, para las fracciones de emulsionante más bajas. Así, los resultados obtenidos 
para las emulsiones preparadas con aceite de soja muestran que el cafeato de metilo, 
para fracciones de emulsionante bajas (ΦI= 0.005), está presente en la interfase  un 15-
20% menos con respecto a las emulsiones preparadas con aceite de maíz u oliva. Estas 
diferencias son menores a medida que se aumenta la fracción de emulsionante, 
encontrándose en los tres medios un porcentaje de antioxidante de 91-94% en la 
interfase.  
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8.4. DISTRIBUCIÓN DEL CAFEATO DE ETILO EN EMULSIONES 
ACEITE/AGUA (O/A). 
 
  En este apartado se ha analizado la distribución de otro derivado hidrofóbico del 
ácido cafeico como es el  cafeato de  etilo (C2), que tal y como indica el valor 
experimental de su constante de partición PAO  (véase apartado 7.1), se distribuye entre 
las dos fases acuosa y oleosa de un sistema binario aceite/agua, por lo que es necesario 
determinar las dos constantes de partición PAI y POI para conocer su distribución en el 
sistema emulsionado. 
 
8.4.1. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs . 
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) se ha realizado 
utilizando emulsiones 4:6, formadas por 4mL de aceite de maíz y 6 mL de fase acuosa 
(tampón cítrico- citrato de sodio  0.04M, pH 3.65), variando la fracción de emulsionante 
(ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. En todos los casos los pares de datos absorbancia 
del colorante azoico formado-tiempo obtenidos se ajustaron perfectamente a la ecuación 
integrada de orden uno, permitiendo así obtener las constantes de velocidad observada 
(kobs). En la figura 8.4.1 se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica. 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.4.2 así como sus ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 8.4.1. Estos resultados muestran una disminución de kobs en un 
factor de aproximadamente seis veces al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04 tanto 
para el cafeato de metilo como etilo, que como se puede observar no existen diferencias 
significativas entre sus valores kobs para una determinada fracción de emulsionate. Si se 
analizan las kobs obtenidas para el CA y sus derivados C1 y C2 para una fracción de 
emulsionante determinada, se observa que se produce un aumento en las constantes de 
velocidad de 1,3 veces cuando el antioxidante que se tiene en el medio emulsionado es 
el cafeato de metilo o etilo. 
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Figura 8.4.1. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y 
representación del ln[At-Ainf] vs tiempo. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI (Tween 
20) = 0.0273, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C2] = 3.48·10-3M, [NED] =0.02M,   T = 25ºC. 
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Figura 8.4.2. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.13] y [4.14]. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
maíz/tampón cítrico- citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] =   
2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Parámetro Ácido cafeico Cafeato de metilo Cafeato de etilo 
Ajuste 
ecuación 
[4.11] 
102·a 6.68±0.67 8.11±1.22 8.65±1.86 
b 417±58 388±81 410±120 
Ajuste 
ecuación 
[4.12] 
102·a 6.92±0.39 8.63±2.85 8.99±3.67 
b 446±51 430.65±91 443±84 
 
 
Tabla 8.4.1. Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.4.2. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
 
8.4.2. Determinación de la distribución de cafeato de etilo en emulsiones 
preparadas con aceite de maíz . 
 
Con el valor de PAO se pueden obtener las constantes de partición POI y  PAI, 
conociendo la variación de kobs con la fracción de emulsionante (ΦI) para un sistema 
emulsionado con una relación O/A determinada (figura 6.4.2), resolviendo un sistema 
formado por dos ecuaciones y dos incógnitas. 
 
        Resolución de un sistema de dos ecuaciones y dos incógnitas, POI y PAI 
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 Los valores de POI y PAI obtenidos para la emulsión 4:6 (O/A) se muestran en la 
tabla 8.4.2. 
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Antioxidante 102 kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
Cafeato de metilo(C1) 5.95 747 226 3.30 
Cafeato de etilo(C2) 5.99 1998 188 10.64 
 
Tabla 8.4.2. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación espectrofotométrica 
de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI) para una emulsión 4:6 (O/A) , T = 25ºC. 
 
 A partir de los valores de las constantes de partición, se puede conocer el 
porcentaje de antioxidante que está presente en las diferentes regiones del sistema 
emulsionado (oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las 
ecuaciones [4.16], [4.17] y [4.18].  
 
102 Φ Tween 20
0 1 2 3 4
%
 
AO
0
20
40
60
80
100
 Interfase
 Región orgánica
    Región acuosa
CA        C1          C2 
 
 
Figura 8.4.3. Variación del porcentaje de ácido cafeico (CA), cafeato de metilo (C1) y 
cafeato de etilo (C2) en las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [CA] = 4.4·10-3M,  [C1] = 3.510-3M, 
[C2] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Los resultados que se muestran en la figura 7.4.3, indican que mientras el ácido 
cafeico se encuentra mayoritariamente distribuido entre las regiones acuosa e 
interfásica, el cafeato de metilo y etilo se distribuyen en las tres regiones.  La variación 
del porcentaje de antioxidante  en la interfase con la fracción de emulsionante presente 
en la emulsión es idéntica para los tres antioxidantes, llegando a un 95% para ΦΙ = 0.04 
y diferenciándose en su contenido en la fase acuosa y orgánica. Así, para una fracción 
de Tween 20 aproximadamente de 0.005, el 31% de CA está presente en la fase acuosa 
mientras que este porcentaje va disminuyendo a medida que aumenta la hidrofobicidad 
del antioxidante obteniéndose un 11%  para el cafeato de metilo y un 4% para el cafeato 
de etilo. De este modo, para una fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005,  el 
porcentaje de cafeato de etilo  presente en la interfase es un 66%, encontrándose un 30% 
en la región orgánica y un 4% en la región acuosa. 
 
 
8.4.3. Influencia de la naturaleza del aceite empleado en la preparación de las 
emulsiones. 
 
 Con el objetivo de extender la aplicación del método cinético propuesto a otras 
emulsiones formadas con aceites comestibles,  se  analizó la distribución de estos 
antioxidantes en emulsiones preparadas con aceite de oliva y aceite de soja, ambos 
libres de antioxidantes (véase preparación del aceite apartado 5.2.3). 
 
 Para llevar a cabo este estudio se utilizaron emulsiones 4:6 (aceite de oliva/ 
tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.0/Tween 20 y aceite de soja/tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M pH 3.65/Tween 20)  variando la concentración de emulsionante 
de 0.005 y 0.04. Las constantes de velocidad se han obtenido siguiendo la metodología 
descrita en el apartado 5.3.3. En la figura 8.4.4. se muestra un ejemplo de cinética 
típica en este tipo de emulsiones, a partir de las cuales se han determinado los valores de 
kobs y su variación con la fracción de Tween 20. 
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 Figura 8.4.4. Variación del colorante azoico formado y representación del ln[At – A inf] 
para el cafeato de etilo (C2). Condiciones experimentales: (A) Emulsión 4:6 (aceite de 
oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.0/Tween 20), ΦI = 0.0127, [16-
ArN2+] =     2.83·10-4M, [C2] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. (B)  Emulsión 4:6 
(aceite de soja/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI = 
0.02015, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C2] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.4.5 así como los ajustes exponencial y lineal a las ecuaciones [4.11] y [4.12], que se 
recogen en la tabla 7.4.3. Los resultados muestran una disminución de kobs en un factor 
aproximadamente 5-6 para el cafeato de etilo a medida que aumenta el valor de ΦI 
presente en los medios emulsionados estudiados. 
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Figura 8.4.5. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.11] y [4.12] para cafeato de etilo (C2) en emulsiones aceite de              
oliva (--), soja (--) y maíz (--). Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M /Tween 20), pH = 3.0 para emulsiones de 
oliva y pH = 3.65 para emulsiones de maíz y soja. [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C2] = 
3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
 
 Parámetro Maíz Soja Oliva 
Ajuste ecuación 
[4.11] 
102·a 8.65±1.86 13.03±0.36 4.78±1.38 
b 410±120 346±14 847±287 
Ajuste ecuación 
[4.12] 
102·a 8.99±3.67 12.65±0.55 4.60±1.97 
b 443±84 333±15 832±237 
 
Tabla 8.4.3. Valores de los parámetros a y b obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.4.4. a las ecuaciones [4.11] y [4.12]. 
 
 Teniendo en cuenta el valor de PAO (véase apartado 8.1) obtenido para cada 
uno de los antioxidantes en emulsiones preparadas con los diferentes aceites estudiados, 
se pueden obtener las constantes de partición POI y PAI, conociendo la variación de kobs 
  
Capítulo 8                        DISTRIBUCIÓN ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
195 
 
con la fracción de emulsionante (ΦI), figura 7.4.5. Los valores de obtenidos de POI Y 
PAI se muestran en la tabla 8.4.4. 
 
Aceite kI (M-1s-1) PAI POI PAO 
 Maíz 0.059 1998 188      10.64 
Soja 0.011 760 301 2.52 
Oliva 0.015 3156 405 7.80 
 
Tabla 8.4.4. Valores de PAI, POI y kI , obtenidos a partir de la determinación 
espectrofotométrica de PAO y de los pares de datos (kobs , ΦI), T = 25ºC. 
 
Los altos valores obtenidos para la constante de partición PAI en los medios 
emulsionados estudiados reflejan la mayor afinidad de este antioxidante por la interfase 
que por la fase acuosa (veáse definición PAI, capítulo 4). Si bien, el menor valor 
obtenido para PAI en las emulsiones preparadas con aceite de soja sugiere que la 
presencia de C2 en la interfase es menor que en las emulsiones preparadas con los otros 
dos aceites. De la misma manera, también, se ha obtenido un valor menor para la 
constante de partición POI para emulsiones preparadas con aceite de soja, lo que indica 
una mayor presencia de antioxidante en la fase orgánica con respecto a los otros dos 
medios emulsionados. Tanto para las emulsiones de aceite de soja como las de oliva, se 
ha encontrado que el valor de kI para este antioxidante son prácticamente idénticos, 
poniéndose de manifiesto la idéntica de reactividad de este antioxidante con la sal de 
arenodiazonio. Esto no sucede para el caso de las emulsiones preparadas con aceite de 
oliva donde se ha obtenido un valor mayor para la constante de velocidad observada  
para la reacción entre la sal de diazonio y C2. 
 
 A partir de las constantes de partición, se puede conocer el  porcentaje de 
cafeato de etilo que está presente en las diferentes regiones del sistema emulsionado 
(oleaginosa, acuosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las ecuaciones [4.16], 
[4.17] y [4.18]. La distribución  obtenida se muestra en la figura 8.4.6.  
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Figura 8.4.6. Variación del porcentaje de cafeato de etilo (C2) para emulsiones 
preparadas con diferentes aceites vegetales (oliva, maíz y soja). Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M/Tween 20), 
pH = 3.0 para emulsiones de oliva y pH = 3.65 para emulsiones de maíz y soja, [16-
ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
   
 Los resultados mostrados en la figura 8.4.6, indican que este antioxidante se 
encuentra mayoritariamente en la región interfásica del sistema emulsionado con 
porcentajes del 66% para el emulsiones de aceite de maíz,  61% para emulsiones de 
aceite de soja y 81% para emulsiones de aceite de oliva para una fracción de Tween 20 
aproximadamente de 0.005. Este porcentaje de C2 en la interfase aumenta con la 
cantidad de emulsionante utilizada para los tres medios emulsionados, así para una 
fracción de emulsionante de 0.04 se encuentra aproximadamente el 92-97% de 
antioxidante. Si bien, es en el caso de la emulsión formada por aceite de oliva donde el 
porcentaje de cafeato de etilo es mayor en la interfase.  
 
 
  
 Capítulo 8                       DISTRIBUCIÓN ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
197 
 
 
8.5. Determinación de la distribución de los cafeatos de cadena larga 
(C3, C4, C6, C8 y C16). 
 
  En este apartado se ha analizado la distribución de los derivados hidrofóbicos de 
cadena larga (mayor que tres carbonos en la cadena hidorcarbonada), que tal y como 
indican los valores determinados de PAO (véase apartado 8.1), se distribuyen 
mayoritariamente en la fase orgánica, siendo despreciable la concentración efectiva de 
antioxidante presente en la acuosa. Así pues, sólo se necesita conocer una constante de 
partición (POI)  para conocer su distribución en el sistema emulsionado. 
 
        
 
 
8.5.1. Efecto de la concentración de emulsionante sobre kobs . 
 
 El estudio del efecto de la fracción de emulsionante (Tween 20) se ha realizado 
utilizando emulsiones 4:6, formadas por 4mL de aceite de maíz y 6 mL de fase acuosa 
(tampón cítrico- citrato de sodio  0.04M, pH 3.65), variando la fracción de emulsionante 
(ΦI) entre los valores 0.005 y 0.040. En todos los casos los pares de datos absorbancia 
del colorante azoico formado-tiempo obtenidos se ajustaron perfectamente a la ecuación 
integrada de orden uno, permitiendo así obtener las constantes de velocidad observada 
(kobs). En la figura 8.5.1 se muestra un ejemplo representativo de una cinética típica 
para dos de los antioxidantes estudiados. 
 
 
 
  
 Capítulo 8                       DISTRIBUCIÓN ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
198 
 
t/s
0 400 800 1200 1600 2000
A 
57
2 
nm
0
0,2
0,4
0,6
0,8
L
n(A
t
 
-A
inf )
-6
-4
-2
0
Kobs = 0.0048 ± 0.0001
Cafeato de octilo
    
t/s
0 400 800 1200 1600 2000
A 
57
2 
n
m
0
0,2
0,4
0,6
0,8
L
n(A
t
 
-A
inf )
-6
-4
-2
0
Kobs = 0.0047 ± 0.0001
Cafeato de hexadecilo
 
 
Figura 8.5.1. Variación de la absorbancia del colorante azoico formado y 
representación del ln[At-Ainf] vs tiempo. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), ΦI (Tween 
20) = 0.03848, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [C8] = 3.5·10-3M, [C16] = 3.4·10-3M, [NED] 
=0.02M,   T = 25ºC. 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.5.2. Estos resultados muestran una disminución de kobs en un factor de 
aproximadamente 5.5 veces al pasar de un valor de ΦI de 0.005 a 0.04 tanto para el 
cafeato de propilo como butilo y de aproximadamente 6.5-6 veces para el cafeato de 
hexilo, octilo y hexadecilo. Como se puede observar en esta última figura,  no existen 
diferencias significativas entre sus valores de la constante de velocidad observada para 
una determinada fracción de emulsionante.  
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Figura 8.5.2. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.31] y [4.32]. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de 
maíz/tampón cítrico- citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] =  
2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
 
  
8.5.2. Determinación de la distribución de cafeato de propilo, butilo, hexilo, octilo y 
hexadecilo en emulsiones preparadas con aceite de maíz. 
 
 Dado que prácticamente el 99% de todos estos derivados del ácido cafeico están 
presentes en la fase orgánica de una mezcla binaria aceite/agua, indicando que la 
concentración efectiva de antioxidante en la fase acuosa es despreciable (véase su valor 
de PAO en apartado 8.1), se pueden interpretar los datos experimentales sobre la base 
del modelo de la pseudofase simplificado ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las 
ecuaciones [4.31] y [4.32] deducidas en el capítulo 4. De la representación lineal de 
1/kobs frente a ΦI se puede obtener de la pendiente y combinando la pendiente con el 
valor de la ordenada en el origen, el valor de kI y el valor de POI (tabla 8.5.1). 
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  C3 C4 C6 C8 C16 
Ajuste 
ecuación 
[4.31] 
kI (M-1·s-1) 0.0534 0.0573 0.0567 0.0533 0.0555 
POI 164 164 255 468 372 
Ajuste 
ecuación 
[4.32] 
kI (M-1·s-1) 0.0514 0.0557 0.0566 0.0528 0.0531 
POI 177 171 241 513 385 
  
 
Tabla 8.5.1 . Valores de los parámetros kI y POI obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.5.2. a las ecuaciones [4.31] y [4.32]. 
 
 
 A partir de los valores de las constantes de partición, se puede conocer el 
porcentaje de antioxidante que está presente en las diferentes fases del sistema 
emulsionado (oleaginosa e interfásica). Este porcentaje viene dado por las ecuaciones 
[4.36] y [4.37].  
 
 Los resultados que se muestran en la figura 8.5.3, indican que más de un 70% de 
los derivados del ácido cafeico de cadena alquílica larga están presentes en la interfase 
del sistema emulsionado, encontrándose porcentajes en la región orgánica de 31% (C3), 
29% (C4), 23% (C6), 13%(C8) y 17% (C16) para la fracciones de emulsionante bajas 
(ΦΙ = 0.005). Asimismo, el porcentaje de antioxidante en la interfase aumenta al 
amentar la cantidad de emulsionante utilizado para preparar la emulsión, llegando a un 
95-98% para ΦΙ = 0.04 para todos los antioxidantes estudiados. 
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Figura 8.5.3. Variación del porcentaje de ácido cafeico (CA), cafeato de propilo (C3), 
cafeato de butilo (C4), cafeato de hexilo (C6), cafeato de octilo (C8) y cafeato de 
hexadecilo (C16) en las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 
25ºC. 
  
 
8.5.3. Influencia de la naturaleza del aceite empleado en la preparación de las 
emulsiones. 
 
 Con el objetivo de extender la aplicación del método cinético propuesto a otras 
emulsiones formadas con aceites comestibles,  se  analizó la distribución de estos 
antioxidantes en emulsiones preparadas con aceite de oliva y soja, ambos libres de 
antioxidantes (véase preparación del aceite apartado 5.2.3.). 
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 Para llevar a cabo este estudio se utilizaron emulsiones 4:6 (aceite de oliva/ 
tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M pH 3.0/Tween 20 y aceite de soja/tampón cítrico-
citrato de sodio 0.04M pH 3.65/Tween 20) variando la concentración de emulsionante 
de 0.005 y 0.04.  Las constantes de velocidad se han obtenido siguiendo la metodología 
descrita en el apartado 5.3.3. En la figura 8.5.4. se muestra un ejemplo de cinética 
típica para dos de los antioxidantes estudiados en este tipo de emulsiones, a partir de las 
cuales se han determinado los valores de kobs y su variación con la fracción de Tween 
20. 
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 Figura 8.5.4. Variación del colorante azoico formado y representación del ln[At – A inf] 
para el cafeato de octilo (C8) y cafeato de hexadecilo (C16). Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite de oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, 
pH 3.0/Tween 20), [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] = 3.510-3M,  [NED] =0.02M, T = 
25ºC. 
 
 La variación de kobs con la fracción de emulsionante se muestra en la figura 
8.5.5. Los resultados muestran una disminución de kobs en un factor aproximadamente 
de 4-7 para los derivados estudiados en las diferentes emulsiones a medida que aumenta 
el valor de ΦI presente en la emulsión.  
 
 
 
  
 Capítulo 8                       DISTRIBUCIÓN ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
203 
 
 
102 Φ Ι
0 1 2 3 4 5
10
2 k
o
bs
/s
-
1
0
2
4
6
10
-2
 1/k
ob
s
 (S)
0
2
4
6
8
10
12
C3
      
10 2 Φ Ι
0 1 2 3 4 5
10
2 k
o
bs
/s
-
1
0
2
4
6
10
-
2  
1/
k o
bs
 
(S
)
0
2
4
6
8
C8
 
 
 
 
102 Φ Ι
0 1 2 3 4 5
10
2 k
ob
s
/s
-
1
0
2
4
6
10
-2
 1/k
ob
s
 (S)
0
2
4
6
8
C16
 
 
 
 
Figura 8.5.5. Representación de kobs y 1/kobs frente a ΦI con sus respectivos ajustes a las 
ecuaciones [4.33] y [4.34] para el cafeato de propilo (C3), cafeato de octilo (C8) y 
cafeato de hexadecilo (C16) en emulsiones aceite de oliva (--), soja (--) y maíz (--). 
Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 (aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 
0.04M, pH 3.0/Tween 20), pH = 3.0 para emulsiones de oliva y pH = 3.65 para 
emulsiones de maíz y soja, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M,  [NED] 
=0.02M, T = 25ºC. 
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 Dado que prácticamente el 95-99% de todos estos derivados del ácido cafeico 
están presentes en la fase orgánica de una mezcla binaria aceite/agua, indicando que la 
concentración efectiva de antioxidante en la fase acuosa es despreciable (véase su valor 
de PAO en apartado 8.1), se pueden interpretar los datos experimentales sobre la base 
del modelo de la pseudofase simplificado ajustando los pares de datos (kobs, ΦI) a las 
ecuaciones [4.31] y [4.32] deducidas en el capítulo 4. De la representación lineal de 
1/kobs frente a ΦI se puede obtener de la pendiente y combinando la pendiente con el 
valor de la ordenada en el origen, el valor de kI y el valor de POI (tabla 8.5.2). 
 
Aceite Parámetro C3 C8 C16 
Oliva 
kI (M-1·s-1) 0.0099 0.014 0.0150 
POI 454 502 376 
Maíz 
kI (M-1·s-1) 0.0514 0.0528 0.0531 
POI 177 513 385 
Soja 
kI (M-1·s-1) 0.1083 0.1145 0.1020 
POI 156 216 182 
  
Tabla 8.5.2. Valores de los parámetros kI y POI obtenidos a partir de los ajustes de los 
datos de la figura 8.5.5  a la ecuación  [4.32]. 
 
 En la tabla 8.5.2  se puede observar que los valores obtenidos para la constante 
de partición POI para los antioxidantes estudiados en emulsiones preparadas con aceite 
de soja son más bajos que los obtenidos para las otras emulsiones (aceite de oliva y 
aceite de maíz), poniendo de manifiesto solubilidades mayores en la región oleosa 
siendo su presencia en la interfase menor. 
 
 A partir de las constantes de partición, se puede conocer los porcentajes de 
cafeato de propilo, octilo y hexadecilo que están presentes en las diferentes regiones 
(oleaginosa e interfásica) de los sistemas emulsionados estudiados. Este porcentaje 
viene dado por las ecuaciones [4.34] y [4.35]. La distribución  obtenida se muestra en 
la figura 8.5.6.  
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Figura 8.5.6. Variación del porcentaje de cafeato de propilo (C3), cafeato de octilo (C8) 
y cafeato de hexadecilo (C16) en las distintas regiones de los sistemas emulsionados 
estudiados (aceite de soja, aceite de maíz y aceite de oliva). Condiciones 
experimentales: Emulsión 4:6 (aceite/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 
3.0/Tween 20), pH = 3.0 para emulsiones de oliva y pH = 3.65 para emulsiones de maíz 
y soja, [16-ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] = 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Los resultados mostrados en la figura 8.5.6, indican que estos antioxidantes se 
encuentran mayoritariamente en la interfase del sistema emulsionado. De este modo, 
para una fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005,  el porcentaje presente en la 
interfase varía de un 65-85% para los derivados del ácido cafeico estudiados, siendo el 
porcentaje menor encontrado para las emulsiones preparadas con aceite de soja, 
poniendo de manifiesto una mayor solubilidad de estos antioxidantes en este aceite. 
Además, en todos los casos, a medida que aumenta la fracción de emulsionante, 
aumenta el porcentaje de antioxidante en la interfase, llegándose así a un 95-98%  para 
ΦI= 0.04. 
   
 Por otra parte, la distribución obtenida para los medios emulsionados aceite de 
maíz y aceite de oliva es muy similar, a pesar de la diferencia de acidez de la fase 
acuosa utilizada para este estudio. Si bien, es en el caso de la emulsión formada por 
aceite de oliva donde el porcentaje en la interfase es mayor para el cafeato de propilo, 
no existiendo diferencias significativas entre ambos medios para C8 y C16.  
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8.6.  Análisis comparativo de la distribución de Ácido  cafeico y sus 
derivados hidrofóbicos en emulsiones aceite/agua. 
 
8.6.1. Aceite de maíz. 
  A la vista de los resultados obtenidos se puede analizar cómo varía el porcentaje 
del ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en cada una de las regiones del sistema 
emulsionado (acuosa, oleaginosa e interfásica), concretamente, en una emulsión 4:6, 
formada por 4 mL de aceite de maíz y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.65. 
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Figura 8.6.1. Variación del porcentaje de  ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en 
las distintas regiones del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 
4:6 (aceite de maíz/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-
ArN2+] = 2.83·10-4M, [AO] ∼ 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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 Los resultados obtenidos indican que el ácido cafeico se encuentra 
mayoritariamente distribuido entre las regiones acuosa e interfásica. Un aumento en ΦI 
provoca que cada vez se incorpore más antioxidante a la región interfásica, de tal forma 
que cuando ΦI ∼ 0.04, el 94% de CA se encuentra localizado en esta región. El cafeato 
de metilo y etilo se distribuyen entre las tres regiones del sistema emulsionado, siendo 
el porcentaje de C1 y C2 presente en la interfase notablemente superior al de las demás 
regiones. En el caso de los derivados cafeato de propilo, butilo, hexilo, octilo y 
hexadecilo se observa que están presentes en la interfase del sistema hasta un 98% para 
ΦI ∼ 0.04, encontrándose distribuidos preferentemente entre las regiones interfásica y 
orgánica para un ΦI determinado, a diferencia de la distribución obtenida para el ácido 
cafeico.  De esta manera, para una fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005,  el 
porcentaje de antioxidante en la interfase varía significativamente de acuerdo con la 
naturaleza del antioxidante presente en la emulsión: 65% (C1)  ∼ 66% (C2) < 69% (C3) 
∼69% (CA)  < 71% (C4) < 77% (C6) < 83% (C16) <  87% (C8),  porcentaje que 
aumenta en todos los casos hasta un 93-98% cuando la fracción de emulsionante 
presente en el sistema es 0.04. Además, estos resultados sugieren que la fracción de 
emulsionante ejerce una influencia significativa sobre el porcentaje de antioxidante que 
se encuentra en cada fase, esto se puede observar sobre todo en los casos del ácido 
cafeico y sus derivados cafeato de metilo y etilo. 
 
Aceite 
maíz/ pH 
3,65 
 
CA C1 C2 C3 C4 C6 C8 C16 
Emulsión 
4.6 
PO
I
 … 226 188 177 171 241 513 385 
PA
I
 268 747 1998 … … … … … 
kI (M-1·s-1) 0.0352 0.0595 0.0599 0.0514 0.0557 0.0566 0.0528 0.0531 
Mezcla 
Binaria 
PA
O
 0.0443 3.30 10.64 38.23 130.59 427.07 650.67 1198.5 
 
Tabla 8.6.1.  Valores de las constantes de partición y de kI  para los antioxidantes objeto 
de estudio.  
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  Así pues, de la figura 8.6.1 se pueden extraer importantes observaciones 
numeradas en los siguientes puntos: 
 
 1. Para bajas fracciones de emulsionante (ΦI ∼ 0.005), más del 65% de todos los 
antioxidantes estudiados están localizados en la interfase del sistema emulsionado. 
 
 2. Para cualquier ΦI, el porcentaje de ácido cafeico presente en la interfase es mayor 
que el correspondiente de su derivado C1. Este hecho se debe, fundamentalmente, a que 
el ácido cafeico se distribuye únicamente entre dos regiones del sistema emulsionado 
(acuosa e interfase) y el C1 entre las tres regiones (acuosa, interfase y orgánica). 
 
 3. El porcentaje de los antioxidantes estudiados localizado en la interfase aumenta al 
aumentar ΦI, llegando a alcanzar más de un 90% para todos los antioxidantes cuando ΦI 
∼ 0.04. 
 
 4. El porcentaje de antioxidante presente en la interfase no se correlaciona con la 
longitud de la cadena alquílica, es decir, con la hidrofobicidad del antioxidante. 
 
  En relación con los valores de PAO  obtenidos,  la tabla 8.6.1 muestra un aumento 
de los valores de PAO con el incremento de la hidrofobicidad del antioxidante,  PAO 
aumenta de 0.05 para el ácido cafeico a PAO = 1198 para el derivado C16. Además, los 
valores de PAO obtenidos para el ácido cafeico son consistentes con la esperada baja 
solubilidad de los ácidos fenólicos como el ácido cafeico en aceites, sugiriendo que más 
del 99% del ácido cafeico está localizado en la fase acuosa debido, en parte, a la 
ionización del ácido carboxílico que posee en su estructura. El valor obtenido de esta 
constante para el ácido cafeico es muy similar al obtenido para otros antioxidantes 
hidrofílicos como el ácido gálico.1-3 
 
  Los valores de PAO intermedios obtenidos para los derivados C1 y C2 (PAO = 3.30 
y PAO = 10.64), indican que ambos se solubilizan tanto en la fase acuosa como en la 
oleosa, siendo, en este caso, su solubilidad en la fase oleosa mayor que en la fase acuosa 
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(aproximadamente, un 67% y un 85% de estos derivados C1 y C2, respectivamente, 
están localizados en la fase oleosa).  
  
  Los valores de PAO obtenidos para los derivados C4-C16 son mucho mayores que 
los obtenidos para los derivados de cadena hidrocarbonada más corta,  lo que sugiere 
que su solubilidad en la fase acuosa es prácticamente nula (veáse ecuación [4.15] del 
capítulo 4). 
 
  En este sentido si es importante señalar que los valores de PAO obtenidos para el 
derivado C3 y principalmente, para los derivados C4-C16 deben ser tomados con la 
debida precaución porque pequeños errores en la determinación de la cantidad de 
antioxidante presente en la fase acuosa (denominador de la ecuación [4.15], capítulo 4) 
pueden afectar notablemente al valor de PAO. 
 
  Por otra parte, los valores de PAI y de POI indican la natural tendencia de los 
antioxidantes estudiados a estar localizados en la región interfásica del sistema 
emulsionado. Un análisis preliminar de estos valores indica, además, que dependen del 
derivado del ácido cafeico estudiado y sus valores aumentan al incrementar su 
hidrofoficidad, presentando el valor de POI un máximo para el derivado C8 a partir del 
cual se produce un descenso.  Los resultados obtenidos muestran una variación no lineal 
para el valor de POI  con la longitud de la cadena alquílica (veáse figura 8.6.2.)  
 
 En la figura 8.6.2, se observa una constancia de la constante POI para los derivados 
C1, C2, C3, C4  y un ligero incremento para el C6 alcanzando su máximo para el 
derivado C8 para después volver a disminuir ligeramente para el C16, tal y como se 
refleja en su distribución. Estos resultados sugieren que la presencia de una cadena 
hidrocarbonada mayor de ocho carbonos favorece la liposolubidad del antioxidante, 
disminuyendo su presencia en la interfase del sistema emulsionado. 
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Figura 8.6.2. Variación de POI  con el número de átomos de carbono en la cadena 
alquílica del ácido cafeico en emulsiones preparadas con aceite de maíz. 
 
 
  El valor de PAI  es mayor a  medida que aumenta la hidrofobidad del antioxidante 
dada su  mayor afinidad por la interfase que por la fase acuosa (PAI CA < PAI C1 < PAI 
C2). Así se puede observar el valor elevado de PAI para el C2 indicando que su 
presencia en la fase acuosa es muy baja.  El valor de PAI obtenido para el ácido cafeico, 
PAI = 268, es mucho mayor que el obtenido para el ácido gálico (PAI = 125)2,3 y ácido 
ascórbico (PAI = 25)4. poniendo de manifiesto, la más baja solubilidad del ácido cafeico 
en agua5. La solubilidad de los derivados C1 y C2 en agua no se recoge en la 
bibliografía consultada pero el hecho de que los valores de PAI obtenidos para ambos 
derivados (PAI = 747 y PAI = 1998, respectivamente) son mayores que el obtenido para 
el ácido cafeico (PAI = 268), pone de manifiesto que su solubilidad en agua es menor 
que la del ácido cafeico. El valor de PAI  elevado obtenido para el derivado C2, indica 
que una cantidad muy pequeña de este antioxidante está presente en la fase acuosa. 
Además, los valores de POI para estos derivados (C1 y C2) son mucho menores que los 
obtenidos para PAI , lo que es consistente con su esperada mayor solubilidad en la región 
oleosa (veáse ecuaciones [4.1] y [4.2] del capítulo 4). 
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 Por último, en cuanto a la reactividad del ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos en la interfase, los valores de kI para los derivados hidrofóbicos aumentan, 
aproximadamente 1,7 veces  con respecto al valor obtenido para el ácido cafeico, no 
existiendo diferencias significativas entre los valores kI de los derivados hidrofóbicos, 
lo que indica que existe una reactividad intrínsica muy similar para todos los derivados 
hidrofóbicos. Esta diferente reactividad del ácido cafeico se puede atribuir a la 
influencia de otros parámetros como la constante de ionización de los grupos hidroxilos. 
 
8.6.2. Aceite de oliva. 
 
A la vista de los resultados obtenidos se puede analizar cómo varía el porcentaje 
del ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en cada una de las regiones del sistema 
emulsionado (acuosa, oleaginosa e interfásica), concretamente, en una emulsión 4:6, 
formada por 4 mL de aceite de oliva y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0.04M  pH= 3.0 
(veáse figura 8.6.3).  
 
 Los resultados obtenidos indican que el ácido cafeico se encuentra 
mayoritariamente distribuido entre las regiones acuosa e interfásica. Un aumento en ΦI 
provoca que cada vez se incorpore más antioxidante a la región interfásica, de tal forma 
que cuando ΦI ∼ 0.04, el 96% de CA se encuentra localizado en esta región. El cafeato 
de metilo y etilo se distribuyen entre las tres regiones del sistema emulsionado, siendo 
el porcentaje de C1 y C2 presente en la interfase notablemente superior al de las demás 
regiones. En el caso de los derivados cafeato de propilo, octilo y hexadecilo se observa 
que están presentes en la interfase del sistema hasta un 98% para ΦI ∼ 0.04, 
encontrándose distribuidos preferentemente entre las regiones interfásica y orgánica 
para un ΦI determinado, a diferencia de la distribución obtenida para el ácido cafeico.  
De esta manera, para una fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005,  el 
porcentaje de antioxidante en la interfase varía significativamente de acuerdo con la 
naturaleza del antioxidante presente en la emulsión: 70% (C1) < 75% (CA) ∼81% (C2)  
< 83% (C16) < 86% (C3) < 88% (C8),  porcentaje que aumenta en todos los casos hasta 
un 94-98% cuando la fracción de emulsionante presente en el sistema es 0.04. Además, 
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estos resultados sugieren que la fracción de emulsionante ejerce una influencia 
significativa sobre el porcentaje de antioxidante que se encuentra en cada fase, esto se 
puede observar sobre todo en los casos del ácido cafeico y sus derivados cafeato de 
metilo y etilo. 
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Figura 8.6.3. Variación del porcentaje de  ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en 
las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de oliva/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.0/Tween 20), [16-ArN2+] = 
2.83·10-4M, [AO] ∼ 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
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Aceite 
Oliva/ 
pH 3,0 
 
CA C1 C2 C3 C8 C16 
Emulsión 
4.6 
PO
I
 … 313 405 454 536 376 
PA
I
 349 720 3156 … … … 
kI (M-1·s-1) 0.0110 0.0110 0.0155 0.0099 0.0140 0.0150 
Mezcla 
Binaria 
PA
O
 0.017 2.52 7.80 28.22 168.95 236.59 
 
Tabla 8.6.2.  Valores de las constantes de partición y de kI  para los antioxidantes objeto 
de estudio.  
 
  Al igual que en el caso del estudio de la distribución de las emulsiones preparadas 
con aceite de maíz, de la figura 8.6.2 se pueden extraer importantes observaciones 
numeradas en los siguientes puntos: 
 
 1. Para bajas fracciones de emulsionante (ΦI ∼ 0.005), más del 70% de todos los 
antioxidantes estudiados están localizados en la interfase del sistema emulsionado. 
 
 2. Para cualquier ΦI, el porcentaje de ácido cafeico presente en la interfase es mayor 
que el correspondiente de su derivado C1. Este hecho se debe, fundamentalmente, a que 
el ácido cafeico se distribuye únicamente entre dos regiones del sistema emulsionado 
(acuosa e interfase) y el C1 entre las tres regiones (acuosa, interfase y orgánica). 
 
 3. El porcentaje de los antioxidantes estudiados localizado en la interfase aumenta al 
aumentar ΦI, llegando a alcanzar más de un 90% para todos los antioxidantes cuando ΦI 
∼ 0.04. 
 
 4. El porcentaje de antioxidante presente en la interfase no se correlaciona con la 
longitud de la cadena alquílica, es decir, con la hidrofobicidad del antioxidante. 
 
  
  
 Capítulo 8                        DISTRIBUCIÓN ÁCDIO CAFEICO y DERIVADOS 
 
 
215 
 
  En relación con los valores de PAO  obtenidos,  la tabla 7.6.2 muestra un aumento 
de los valores de PAO con el incremento de la hidrofobicidad del antioxidante,  PAO 
aumenta de 0,017 para el ácido cafeico a PAO = 263 para el derivado C16. Además, los 
valores de PAO obtenidos para el ácido cafeico son consistentes con la esperada baja 
solubilidad de los ácidos fenólicos como el ácido cafeico en aceites, sugiriendo que más 
del 99% del ácido cafeico está localizado en la fase acuosa debido, en parte, a la 
ionización del ácido carboxílico que posee en su estructura. Así el valor obtenido para el 
ácido cafeico es muy parecido al obtenido para otros compuestos fenólicos como el 
àcido gálico (PAO = 0.03 para T=25ºC).1-3 
 
  Los valores de PAO intermedios obtenidos para los derivados C1 y C2 (PAO = 2.52 
y PAO = 7.8), indican que ambos se solubilizan tanto en la fase acuosa como en la 
oleosa, siendo, en este caso, su solubilidad en la fase oleosa mayor que en la fase acuosa 
(aproximadamente, un 63% y un 83% de estos derivados C1 y C2, respectivamente, 
están localizados en la fase oleosa).  
  
  Los valores de PAO obtenidos para los derivados C3-C16 son mucho mayores que 
los obtenidos para los derivados de cadena hidrocarbonada más corta,  lo que sugiere 
que su solubilidad en la fase acuosa es prácticamente nula.  
 
  En este sentido si es importante señalar que los valores de PAO obtenidos para el 
derivado C3 y principalmente, para los derivados C8-C16 deben ser tomados con la 
debida precaución porque pequeños errores en la determinación de la cantidad de 
antioxidante presente en la fase acuosa (denominador de la ecuación [4.15], capítulo 4) 
pueden afectar notablemente al valor de PAO. 
 
   Por otra parte, los valores de PAI y de POI indican la natural tendencia de los 
antioxidantes estudiados a estar localizados en la región interfásica del sistema 
emulsionado. Un análisis preliminar de estos valores indica, además, que dependen del 
derivado del ácido cafeico estudiado y sus valores aumentan al incrementar su 
hidrofoficidad, presentando el valor de POI un máximo para C8 a partir del cual se 
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produce un descenso.  Los resultados obtenidos muestran una variación parabólica del 
valor de POI  con la longitud de la cadena alquílica (veáse figura 7.6.4).  
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Figura 8.6.4. Variación de POI  con el número de átomos de carbono en la cadena 
alquílica del ácido cafeico en emulsiones preparadas con aceite de oliva. 
 
  En la figura 8.6.4, se observa un aumento de los valores de POI  a medida que 
aumenta la hidrofobicidad del antioxidante estudiado alcanzando su máximo para el 
derivado C8 para después volver a disminuir ligeramente para el C16, tal y como queda 
reflejado, también, en su distribución. De nuevo, al igual que sucede en las emulsiones 
preparadas con aceite de maíz,  estos resultados sugieren que la presencia de una cadena 
hidrocarbonada mayor de ocho carbonos favorece la liposolubidad del antioxidante, 
disminuyendo su presencia en la interfase del sistema emulsionado. 
 
 El valor de PAI  es mayor a  medida que aumenta la hidrofobidad del antioxidante 
dada su  mayor afinidad por la interfase que por la fase acuosa (PAI CA < PAI C1 < PAI 
C2). Así se puede observar el valor elevado de PAI para el C2 indicando que su 
presencia en la fase acuosa es muy baja, atendiendo a la definición de la constante de 
partición PAI dada por la ecuación [4.2] del capítulo 4 .  El valor de PAI obtenido para el 
ácido cafeico, PAI = 349, es mayor que el obtenido en aceite de maíz (PAI = 268) 
poniendo de manifiesto, su mayor presencia en la fase acuosa en las emulsiones 
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preparadas con aceite de maíz. La solubilidad de los derivados C1 y C2 en agua no se 
recoge en la bibliografía consultada pero el hecho de que los valores de PAI obtenidos 
para ambos derivados (PAI = 720 y PAI = 3156, respectivamente) son mayores que el 
obtenido para el ácido cafeico (PAI = 349), pone de manifiesto que su solubilidad en 
agua es menor que la del ácido cafeico. El valor de PAI  elevado obtenido para el 
derivado C2, indica que una cantidad muy pequeña de este antioxidante está presente en 
la fase acuosa. Además, los valores de POI para estos derivados (C1 y C2) son mucho 
menores que los obtenidos para PAI , lo que es consistente con su esperada mayor 
solubilidad en la región oleosa (veáse ecuaciones [4.1] y [4.2] del capítulo 4). 
 
 Por último, en cuanto a la reactividad de los antioxidantes estudiados en la 
interfase, los valores de kI obtenidos no difieren significativamente entre si, lo que 
indica que existe una reactividad intrínseca similar para todos ellos, dado que 
únicamente se modifica la longitud de la cadena hidrocarbonada manteniendo los 
mismos grupos funcionales, siendo así, el mecanismo de reacción con los iones 
arenodiazonio idéntico para todos ellos. 
 
 
8.6.3. Aceite de soja. 
 
A la vista de los resultados obtenidos se puede analizar cómo varía el porcentaje 
del ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en cada una de las regiones del sistema 
emulsionado (acuosa, oleaginosa e interfásica), concretamente, en una emulsión 4:6, 
formada por 4 mL de aceite de soja y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0.04M  pH= 3.65 
(veáse figura 8.6.5).  
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Figura 8.6.5. Variación del porcentaje de  ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en 
las distintas fases del sistema emulsionado. Condiciones experimentales: Emulsión 4:6 
(aceite de soja/tampón cítrico-citrato de sodio 0.04M, pH 3.65/Tween 20), [16-ArN2+] = 
2.83·10-4M, [AO] ∼ 3.5·10-3M, [NED] =0.02M, T = 25ºC. 
   
 Los resultados obtenidos indican que el ácido cafeico se encuentra 
mayoritariamente distribuido entre las regiones acuosa e interfásica, con un 52% de 
antioxidante en la región acuosa y un 47% en la región interfásica para ΦI ∼ 0.005. Un 
aumento en ΦI provoca que cada vez se incorpore más antioxidante a la región 
interfásica, de tal forma que cuando ΦI ∼ 0.04, el 88% de CA se encuentra localizado en 
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esta región. El cafeato de metilo y etilo se distribuyen entre las tres regiones del sistema 
emulsionado, siendo el porcentaje de C1 y C2 presente en la interfase superior al de las 
demás regiones (56-61%, respectivamente, para ΦI ∼ 0.005 ). En el caso de los 
derivados cafeato de propilo, octilo y hexadecilo se observa que están presentes en la 
interfase del sistema hasta un 93-96% para ΦI ∼ 0.04, encontrándose distribuidos 
preferentemente entre las regiones interfásica y orgánica para un ΦI determinado, a 
diferencia de la distribución obtenida para el ácido cafeico.  De esta manera, para una 
fracción de Tween 20 aproximadamente de 0.005,  el porcentaje de antioxidante en la 
interfase varía significativamente de acuerdo con la naturaleza del antioxidante presente 
en la emulsión: 48% (CA) < 56% (C1) < 62% (C2) ∼ 64% (C3) < 72% (C16) ∼ 73% 
(C8),  porcentaje que aumenta en todos los casos hasta un 88-96% cuando la fracción de 
emulsionante presente en el sistema es 0.04. Además, estos resultados sugieren que la 
fracción de emulsionante ejerce una influencia significativa sobre el porcentaje de 
antioxidante que se encuentra en cada fase, esto se puede observar sobre todo en los 
casos del ácido cafeico y sus derivados cafeato de metilo y etilo. 
 
Aceite 
Soja/ pH 
3,65 
 
CA C1 C2 C3 C8 C16 
Emulsión 
4.6 
PO
I
 … 159 164 156 216 182 
PA
I
 104 445 1355 4727 … … 
kI (M-1·s-1) 0.0590 0.1046 0.1018 0.1083 0.1145 0.102 
Mezcla 
Binaria 
PA
O
 0.089 2.79 8.26 30.31 314.29 177.07 
 
Tabla 8.6.3.  Valores de las constantes de partición y de kI  para los antioxidantes objeto 
de estudio.  
 
  Al igual que en el caso del estudio de la distribución de las emulsiones preparadas 
con aceite de maíz y oliva, de la figura 8.6.5 se pueden extraer importantes 
observaciones numeradas en los siguientes puntos: 
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 1. Para bajas fracciones de emulsionante (ΦI ∼ 0.005), más del 48% de todos los 
antioxidantes estudiados están localizados en la interfase del sistema emulsionado, 
mostrando una alta solubilidad en esta región oleosa. 
 
 2. El porcentaje de los antioxidantes estudiados localizado en la interfase aumenta al 
aumentar ΦI, llegando a alcanzar más de un 88% para todos los antioxidantes cuando ΦI 
∼ 0.04. 
 
 3. El porcentaje de antioxidante presente en la interfase no se correlaciona con la 
longitud de la cadena alquílica, es decir, con la hidrofobicidad del antioxidante. 
 
  
  En relación con los valores de PAO  obtenidos,  la tabla 8.6.3 muestra un aumento 
de los valores de PAO con el incremento de la hidrofobicidad del antioxidante,  PAO 
aumenta de 0,089 para el ácido cafeico a PAO = 314 para el derivado C8. Además, los 
valores de PAO obtenidos para el ácido cafeico son consistentes con la esperada baja 
solubilidad de los ácidos fenólicos como el ácido cafeico en aceites, sugiriendo que más 
del 95% del ácido cafeico está localizado en la fase acuosa debido, en parte, a la 
ionización del ácido carboxílico que posee en su estructura. Así el valor obtenido para el 
ácido cafeico es muy parecido al obtenido para otros compuestos fenólicos como el 
àcido gálico (PAO = 0.03 para T=25ºC).1-3 
 
  Los valores de PAO intermedios obtenidos para los derivados C1 y C2 (PAO = 2.79 
y PAO = 8.26), indican que ambos se solubilizan tanto en la fase acuosa como en la 
oleosa, siendo, en este caso, su solubilidad en la fase oleosa mayor que en la fase acuosa 
(aproximadamente, un 65% y un 84% de estos derivados C1 y C2, respectivamente, 
están localizados en la fase oleosa).  
  
  Los valores de PAO obtenidos para los derivados C3-C16 son mucho mayores que 
los obtenidos para los derivados de cadena hidrocarbonada más corta,  lo que sugiere 
que su solubilidad en la fase acuosa es prácticamente nula.  
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  En este sentido si es importante señalar que los valores de PAO obtenidos para el 
derivado C3 y principalmente, para los derivados C8-C16 deben ser tomados con la 
debida precaución porque pequeños errores en la determinación de la cantidad de 
antioxidante presente en la fase acuosa (denominador de la ecuación [4.15], capítulo 4) 
pueden afectar notablemente al valor de PAO. 
 
   Por otra parte, los valores de PAI y de POI indican la natural tendencia de los 
antioxidantes estudiados a estar localizados en la región interfásica del sistema 
emulsionado. Un análisis preliminar de estos valores indica, además, que dependen del 
derivado del ácido cafeico estudiado y sus valores aumentan al incrementar su 
hidrofoficidad, presentando el valor de POI un máximo para C8 a partir del cual se 
produce un descenso.  Los resultados obtenidos muestran una variación parabólica del 
valor de POI  con la longitud de la cadena alquílica (veáse figura 8.6.6).  
 
 
nº átomos de carbono
0 2 4 6 8 10 12 14 16
P O
I 
120
140
160
180
200
220
 
 
Figura 8.6.6. Variación de POI  con el número de átomos de carbono en la cadena 
alquílica del ácido cafeico en emulsiones preparadas con aceite de soja. 
 
 
  En la figura 8.6.6, se observa un aumento de los valores de POI  a medida que 
aumenta la hidrofobicidad del antioxidante estudiado alcanzando su máximo para el 
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derivado C8 para después volver a disminuir ligeramente para el C16, tal y como se 
refleja, también, en su distribución (veáse figura 8.6.5). De nuevo, al igual que sucede 
en las emulsiones preparadas con aceite de maíz y oliva,  estos resultados sugieren que 
la presencia de una cadena hidrocarbonada mayor de ocho carbonos favorece la 
liposolubidad del antioxidante, disminuyendo ligeramente su presencia en la interfase 
del sistema emulsionado. 
 
  El valor de PAI  es mayor a  medida que aumenta la hidrofobidad del antioxidante 
dada su  mayor afinidad por la interfase que por la fase acuosa (PAI CA < PAI C1 < PAI 
C2 < PAI C3). Así pues, se pueden observar los altos valores de PAI obtenidos para los 
derivados C2 y C3, indicando que su presencia en la fase acuosa es muy baja, 
atendiendo a la definición de la constante de partición PAI dada por la ecuación [2] del 
capítulo 4. El valor de PAI obtenido para el ácido cafeico (PAI = 104), es 
significativamente menor que los obtenidos en aceite de maíz (PAI = 268)  o en aceite de 
oliva (PAI = 349) poniendo de manifiesto, su mayor afinidad por la interfase que por la 
región acuosa en medios emulsionados preparados con aceite de soja. La solubilidad de 
los derivados C1 y C2 en agua no se recoge en la bibliografía consultada pero el hecho 
de que los valores de PAI obtenidos para ambos derivados (PAI = 445 y PAI = 1355, 
respectivamente) son mayores que el obtenido para el ácido cafeico (PAI = 104), pone de 
manifiesto que su solubilidad en agua es menor que la del ácido cafeico. Los valores 
elevados de PAI  obtenidos para los derivados C2 y C3, indica que una cantidad muy 
pequeña de este antioxidante está presente en la fase acuosa. Además, los valores de POI 
para estos derivados (C1 y C2) son mucho menores que los obtenidos para PAI , lo que 
es consistente con su esperada mayor solubilidad en la región oleosa (veáse ecuaciones 
[1] y [2] del capítulo 4). 
 
 Por último, en cuanto a la reactividad del ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos en la interfase, los valores de kI para los derivados hidrofóbicos aumentan, 
aproximadamente 1,7 veces  con respecto al valor obtenido para el ácido cafeico, no 
existiendo diferencias significativas entre los valores kI de los derivados hidrofóbicos, 
lo que indica que existe una reactividad intrínseca muy similar para todos los derivados 
hidrofóbicos. Esta diferente reactividad del ácido cafeico se puede atribuir a la 
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influencia de otros parámetros como la constante de ionización de los grupos hidroxilos. 
Diferencias similares se han encontrado para emulsiones preparadas con aceite de maíz.  
 
 
8.6.4. Análisis de la influencia de la naturaleza de la fase orgánica. 
 
 La distribución obtenida para los medios emulsionados preparados con aceite de 
maíz y aceite de oliva es muy similar para todos los antioxidantes estudiados, a 
excepción de los derivados C2 y C3 donde el porcentaje en la interfase es 
significativamente mayor para las emulsiones preparadas con aceite de oliva (a pesar de 
la diferencia de acidez de la fase acuosa utilizada para este estudio, la cual no debería 
afectar significativamente a la distribución de los derivados hidrofóbicos).  
 
 Si bien, es en el caso de las emulsiones formadas por aceite de soja donde el 
porcentaje de antioxidante en la interfase es menor, sea cual sea el antioxidante 
estudiado, poniendo de manifiesto su mayor solubilidad en aceite de soja que en aceite 
de oliva o maíz. Estas diferencias son más notables para el caso del ácido cafeico puesto 
que se encuentra aprox. un 20-30% menos en la interfase con respecto al porcentaje 
encontrado para las emulsiones preparadas en aceite de maíz u oliva. 
 
 Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la naturaleza del aceite 
empleado para preparar las emulsiones puede tener un efecto importante sobre la 
distribución de estos antioxidantes cuando el aceite utilizado es el de soja,  rico en 
linolénico, C18:3. 
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Figura 8.5.7. Variación del porcentaje de ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos en 
las distintas regiones de los sistemas emulsionados estudiados. 
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8.7.  Determinación de la actividad antioxidante. 
 
  Tal y como se ha comentado en el informe bibliográfico, la eficacia de un 
antioxidante depende, entre otros factores, de su localización en la emulsión. Con el fin 
de correlacionar la distribución obtenida para el ácido cafeico y sus derivados con su 
capacidad antioxidante, se han llevado a cabo una serie de experimentos en los que se 
ha determinado la eficacia de estos antioxidantes. Esta actividad depende, en gran 
medida, del medio de reacción, por ello, se han realizado estos estudios en medios 
homogéneos y en medios emulsionados. 
 
8.7.1. Eficacia antioxidante en medios homogéneos: método DPPH. 
 
  El método de DPPH es un ensayo colorimétrico simple basado en la disminución 
de la absorbancia del radical DPPH a 517 nm (que presenta una coloración púrpura 
oscura) debida a la reacción con el antioxidante. La actividad o eficacia del antioxidante 
se define a partir del parámetro EC50, que  representa la concentración de antioxidante 
que provoca una absorbancia que es la mitad de la absorbancia máxima del DPPH. Es, 
por tanto, imposible definir el EC50 hasta que se hayan establecido dicho valor máximo.  
 
La determinación de los valores EC50 para el ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos se  ha efectuado midiendo espectrofotométricamente la desaparición del 
radical DPPH  (λ = 515 nm) empleando diferentes concentraciones de antioxidante. 
 
La figura 8.7.1 se muestra como ejemplo típico de la variación de absorbancia 
obtenida para la desaparición  del radical DPPH con el tiempo en presencia de distintas 
concentraciones de cafeato de propilo. 
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Figura 8.7.1. Variación de la absorbancia del radical DPPH (λ = 515nm) en presencia 
de distintas concentraciones de cafeato de propilo: -- 0.0063 mol AO/mol DPPH, -- 
0.099 mol AO/mol DPPH, -- 0.132 mol AO/mol DPPH, -- 0.165 mol AO/mol 
DPPH -- 0.198 mol AO/mol DPPH, -- 0.231 mol AO/mol DPPH, -- 0.264 mol 
AO/mol DPPH. 
 
Para determinar EC50 se prepararon gráficas en las que se muestra, para un 
tiempo determinado, la variación de la absorbancia con la relación mol AO/mol DPPH, 
figura 8.7.2. Como se observa, dichas variaciones son líneas rectas cuya ordenada en el 
origen representa la absorbancia inicial del radical DPPH en ausencia de AO. La 
determinación del valor de EC50 es inmediata a partir de estas gráficas, puesto que dicho 
valor corresponde a la relación mol AO/mol DPPH  cuya absorbancia es la mitad de la 
inicial. Los valores de EC50 obtenidos para el ácido cafeico y sus derivados se muestran 
en la tabla 8.7.1. 
 
Dado que los valores de EC50 indican la relación mol AO/mol DPPH necesaria 
para reducir a la mitad la concentración inicial de DPPH, aquellos antioxidantes que 
tengan un menor valor de EC50 serán los que presenten un mayor poder antioxidante.  
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Figura 8.7.2. Representación de la variación de la absorbancia del radical DPPH (λ = 
515nm) con la concentración de antioxidante (por ejemplo, cafeato de propilo), 
expresada en mol AO/mol DPPH, para distintos tiempos de reacción, con su 
correspondiente ajuste lineal. (-- 5 min, --15 min,  -- 30 min, -- 60 min). 
 
Compound EC50 ± σ 
§
t / min 5 15 30 60
CA 0,330 ± 0,005 0,329 ± 0,001 * 0,334 ± 0,002* 0,344 ± 0,005*
C1 0,308 ± 0,012 0,290 ± 0,008 0,262 ± 0,005 0,222 ± 0,010
C2 0,323 ± 0,005 0,277 ± 0,005 0,263 ± 0,003 0,233 ± 0,006
C3 0,322 ± 0,002 0,291 ± 0,006 0,260 ± 0,017 0,225 ± 0,001
C4 0,310 ± 0,006 0,293 ± 0,009 0,259 ± 0,005 0,216 ± 0,006
C6 0,315 ± 0,005 0,262 ± 0,008 0,243 ± 0,006 0,198 ± 0,007
C8 0,293 ± 0,012 0,269 ± 0,013 0,239 ± 0,005 0,199 ± 0,005
C10 0,333 ± 0,003 0,285 ± 0,003 0,254 ± 0,009 0,212 ± 0,008
C12 0,315 ± 0,004 0,294 ± 0,007 0,266 ± 0,006 0,211 ± 0,002
C14 0,317 ± 0,008 0,298 ± 0,001 0,257 ± 0,003 0,199 ± 0,005
C16 0,314 ± 0,003 0,282 ± 0,007 0,244 ± 0,001 0,196 ± 0,006
 
            §EC50  as mol of AO / mol de DPPH radical. * nivel de significancia P< 0,05 
Tabla 8.7.1. Valores de EC50  obtenidos para distintos tiempos de reacción.  
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Los resultados obtenidos muestran que, en medios homogéneos y después de 5 
minutos de reacción, no existe una diferencia significativa en la actividad 
antirradicalaria del ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos frente al DPPH, lo cual 
puede ser consecuencia de la similitud en la facilidad que poseen el ácido cafeico y sus 
derivados para ceder átomos de hidrógeno, ya que los antioxidantes tienen diferente 
hidrofobicidad pero el  mismo número y naturaleza de grupos funcionales. Sin embargo, 
después de 15 minutos, el ácido cafeico si muestra un valor más alto de EC50 que sus 
ésteres derivados, no encontrando diferencias significativas entre la actividad 
antiradicalaria de sus derivados. 
 
8.7.2. Estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con aceite de oliva: 
Método Schaal (sin APPH). Efectos de la cadena alquílica. 
 
Se ha estudiado la eficacia de los antioxidantes (ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos) frente a la estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por aceite de 
oliva/tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.0 con un 0,5%, 1% y 2% de Tween 20 
conteniendo 0.6 mM de antioxidante. Para ello se ha sometido a la emulsión a un test de 
aceleración oxidativa a T = 60ºC (test de Schaal). Estos estudios se han realizado por 
triplicado con el fin analizar la reproducibilidad de las medidas y obtener un valor 
promedio de las mismas. 
 
Las emulsiones se han preparado en matraces erlenmeyer esmerilados de 25 mL, 
previamente tratados con HCl 37%, para evitar la presencia de posibles trazas de 
metales adheridos que podrían causar un efecto prooxidante o sinérgico de la actividad 
de los antioxidantes estudiados.1,2  
 
Las emulsiones se han preparado mezclando 4 mL de aceite de oliva, 6 mL de 
agua acidulada y los gramos deseados del emulsionante Tween 20.  A tres de estas 
emulsiones se les añade 50 µL de una disolución patrón metanólica de antioxidante 
120mM. Las emulsiones que no contienen antioxidante servirán de sistema de control 
para medir la eficacia del antioxidante.   
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Una vez preparadas todas las emulsiones, se introducen en una estufa a T =  
60ºC para acelerar la oxidación lipídica. A partir de este momento se retira, cada cierto 
tiempo, una muestra de 50 µL de cada una de las emulsiones con el fin de ir controlando 
periódicamente el grado de oxidación de las mismas a través de la medida del contenido 
de dienos conjugados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 8.7.1. Preparación de las emulsiones para el estudio de su estabilidad por el 
método Schaal. 
  
Los dienos conjugados que se forman durante el proceso de oxidación se pueden 
determinar espectrofotométricamente por la fuerte absorción que presentan a λ = 233 
nm (Método Oficial de la A.O.C.S. Ti 1a-64 (AOCS, 1989)). Para ello, los 50 µL de 
emulsión que se retiran de cada una de las muestras, se diluyen a 10 mL con etanol y se 
mide su valor de absorbancia en el espectrofotómetro a λ = 233 nm. 
 
50 µL AO 
12mM 
(metanol) 
Emulsión 4:6 
6 mL tampón cítrico-citrato 0.04M pH = 3.0 
4mL aceite de oliva libre de antioxidantes 
0.5%, 1% y 2% Tween 20 
Control  
(Sin AO) 
3 réplicas 
para cada AO 
y control 
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La cantidad de dienos conjugados (expresada en gramos  presentes en 100g de 
muestra) son determinados utilizando la masa molecular relativa y la absortividad molar 
del hidroperóxido de ácido linoleico (280 g/mol, ε = 26000), a través de la ecuación 
[8.7.1]. Los resultados se muestran en las figuras 8.7.3, 8.7.4 y 8.7.5. 
 
 
                                        [8.7.1] 
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Figura 8.7.3. Estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por 4 mL de aceite de oliva 
y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0,04M utilizando un 1% de Tween 20 en presencia de 
ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos. Valores del porcentaje de dienos conjugados 
formados (%CD), [AO] = 0,6 mM y T = 60ºC. 
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Figura 8.7.4. Tiempo (dias) para las emulsiones con 0,5% de emulsionante (valores 
respecto a un contenido inicial de CD de 0,5 %). Los valores representan la media de las 
tres réplicas realizadas (las barras de errores representan la desviación estándar. 
Condiciones experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de oliva /tampón cítrico-citrato 
0.04M pH 3.0/Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
 
 
 
Figura 8.7.5. Tiempo (dias) para las emulsiones con 1% de emulsionante (valores 
respecto a un contenido inicial de CD de 1 %). Los valores representan la media de las 
tres réplicas realizadas (las barras de errores representan la desviación estándar. 
Condiciones experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de oliva /tampón cítrico-citrato 
0.04M pH 3.0/Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
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En las figuras 8.7.4 y 8.7.5 se puede observar que, en ausencia de antioxidante, la 
fase oleosa del sistema emulsionado no sufre oxidación apreciable a T= 60ºC durante 
aproximadamente 6 días. Por otra parte, la estabilidad oxidativa de la emulsión no 
parece alterarse de forma significativa por la presencia de ácido cafeico, 13 días 
(ΦI=0.005), o por la de cafeato de metilo (16 días, ΦI=0.005), pero si parece estar 
afectada significativamente por la presencia de antioxidantes como cafeato de octilo (34 
días, ΦI=0.005) o cafeato de hexadecilo (29 días, ΦI=0.005). Estos últimos 
antioxidantes parecen que muestran una mayor efectividad dado que retrasan el 
deterioro oxidativo de los lípidos de la emulsión hasta aproximadamente 30 días.  
Tomando como referencia un contenido de dienos conjugados de 0,5% para las 
emulsiones preparadas con ΦI=0.005,  la estabilidad oxidativa de las emulsiones varía 
según la naturaleza del antioxidante que está presente en la emulsión de forma que las 
emulsiones más estables son cafeato de octilo > cafeato de hexadecilo = cafeato de 
butilo = cafeato de dodecilo = cafeato de propilo > cafeato de etilo > cafeato de metilo > 
ácido cafeico > control. 
 
Resultados similares se obtienen para las emulsiones preparadas con ΦI=0.01. De 
esta forma, tomando como referencia un contenido de dienos conjugados de 1% para las 
emulsiones preparadas con ΦI=0.01, las emulsiones más estables son cafeato de octilo = 
cafeato de butilo >  cafeato de dodecilo = cafeato de propilo = cafeato de hexadecilo = 
caafeato de etilo  > cafeato de metilo > ácido cafeico > control. 
 
Estos resultados pueden parecer en un principio muy llamativos, dado que cabría 
esperar que los antioxidantes más hidrofóbicos como el C16 fuesen más efectivos que 
otros antioxidantes como, por ejemplo, el C8, atendiendo a la conocida "paradoja 
polar" propuesta por Porter3. Esta observación es un reflejo de una manifestación clara 
de la importancia de los fenómenos interfásicos que están involucrados en la 
distribución de los antioxidantes donde se observa cierta  influencia del tamaño de la 
cadena hidrocarbonada presente en la estructura molecular de los ésteres derivados del 
ácido cafeico. Así, para el ácido cafeico y sus derivados se obtiene que la eficacia 
aumenta hasta el cafeato de octilo obteniendo su valor máximo, decreciendo después 
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para los antioxidantes con cadenas hidrocarbonadas más largas que ocho carbonos.  Esta 
variación parabólica de la eficacia antioxidante con la hidrofobicidad es conocida como 
efecto cut-off  y ya ha sido observado para otras series de antioxidantes4-6, donde la 
estabilidad oxidativa de la emulsión se ve influenciada por la polaridad y tamaño 
molecular. De esta manera, al aumentar la cadena hidrocarbonada, se está  
incrementando la lipobobicidad del antioxidante y como consecuencia, aumenta la 
cantidad de antioxidante presente en la interfase hasta llegar a un valor máximo, 
después del cual los antioxidantes son más solubles en la fase oleosa que en la propia 
interfase del sistema proporcionando una menor protección contra los fenómenos de 
oxidación lípidica. 
 
Si suponemos que el aumento de la longitud de la cadena alquílica en los 
derivados del ácido cafeico sólo afecta a su lipofilicidad (y no a las constantes de 
velocidad involucradas en el proceso radicalario), los estudios realizados acerca de la 
distribución  de los antioxidantes permiten interpretar los resultados obtenidos para la 
eficacia de los antioxidantes sobre la base de su distribución en el sistema. En efecto, en 
la figura 7.7.6,  se puede observar que se obtiene un máximo para el derivado C8, lo que 
significa que su presencia en la interfase es mayor  respecto a los otros derivados y 
menor en la fase orgánica, proporcionando así una protección óptima contra los 
radicales de oxígeno e inhibiendo, de esta forma, el proceso de oxidación de la fase 
oleosa. Sin embargo, el cafeato de hexadecilo se encuentra en menor proporción en la 
interfase del sistema y en mayor proporción en la fase orgánica respecto al derivado C8, 
puesto que presenta un valor de POI menor, lo que explica su menor efectividad 
antioxidante.  El porcentaje de antioxidante obtenido en la interfase para el derivado C3 
es muy similar al obtenido para C16, de ahí, que su estabilidad oxidativa sea también 
muy similar. Los derivados de cadena corta (número de carbonos menor que 3) 
presentan una menor estabilidad debido que se encuentran en menor proporción en la 
interfase y  región orgánica del sistema, puesto que no hay que olvidar que, también, se 
distribuyen en la región acuosa proporcionando una menor protección contra la 
oxidación lipídica. En el caso concreto del derivado C1, se observa que su presencia en 
la región interfásica del sistema es menor que la del ácido cafeico y sin embargo, su 
capacidad antioxidante en mejor. Esto es una consecuencia de que el ácido cafeico se 
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encuentra en menor proporción en la región orgánica con respecto al C3 proporcionando 
así una menor protección contra la oxidación del aceite empleado. 
 
Así pues,  los resultados obtenidos muestran que el efecto cut-off mostrado en la 
figura 8.7.6-B es paralelo al mostrado en la figura 8.7.6-A, como una consecuencia de la 
diferente solubilidad de los derivados del ácido cafeico en las regiones acuosa y oleosa, 
confirmando los resultados obtenidos por otros autores quienes encontraron también 
que la eficacia antioxidantes del hidroxitirosol, ácido clorogénico y rosmarínico en 
diferentes medios emulsionados muestra un máximo para los derivados de 
hidrofobicidad intermedia4-6. 
 
Así pues, estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de una re-evaluación 
de la teoría de la paradoja polar acuñada por Porter, puesto que no predice el 
comportamiento de estos antioxidantes y otras series de antioxidantes  ya estudiadas, 
con el fin de obtener una mejor comprensión de cómo la hidrofobicidad de los 
antioxidantes influyen en su efectividad. 
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Figura 8.7.6. A) Efecto Cutoff de la polaridad del antioxidante sobre la estabilidad 
oxidativa del sistema emulsionado, 0,5% Tween 20. B) Variación del porcentaje de 
antioxidante en la interfase con la longitud de la cadena hidrocarbonada de los ésteres 
derivados del ácido cafeico. Condiciones experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de 
oliva /tampón citrato 0.04M pH 3.0/0,5% Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
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  Los resultados obtenidos permiten encontrar una explicación al efecto "cut-off" 
encontrado que se pueden resumir en los siguientes puntos: 
 
1. En medios homogéneos (experimentos realizados con DPPH), el ácido cafeico y su 
derivados hidrofóbicos muestran una actividad idéntica frente a los radicales DPPH, 
indicando que la longitud de la cadena alquílica tiene un efecto poco significativo sobre 
su capacidad antioxidante. 
 
2. Las constantes de velocidad obtenidas para la reacción entre los iones arenodizaonio 
y los antioxidantes estudiados (kI) son idénticas, lo que sugiere que su reactividad 
intrínseca es la misma bajo las mismas condiciones experimentales a pesar de modificar 
la longitud de la cadena hidrocarbonada. 
 
3. Dado que la oxidación del aceite se supone que comienza en las proximidades de la 
región interfásica7, las diferencias encontradas en la eficacia antioxidante de los 
derivados del ácido cafeico sólo pueden ser debidas  a las variaciones encontradas en el 
porcentaje de antioxidante presente en la interfase del sistema emulsionando, teniendo 
en cuenta los puntos anteriores, obteniéndose de esta manera una buena correlación 
eficacia antioxidante-distribución. 
 
 
8.7.3. Estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con aceite de oliva: 
Método Schaal (con APPH). Efecto de la cadena alquílica. 
 
Con la finalidad de  evaluar la validez de los resultados obtenidos, se estudio la 
estabilidad oxidativa de las emulsiones objeto de estudio utilizando un iniciador 
radicalario como es el AAPH (2,2’-azobis-aminopropane dihydrochloride). El APPH es 
un iniciador radicalario azoico, soluble en agua, que se caracteriza por ser termolábil y 
cuya velocidad de producción de radicales depende, básicamente, de la temperatura y no 
de otras condiciones experimentales.  
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Para ello, se prepararon 10 mL de emulsión (4:6, O/A) con sus respectivos 
antioxidantes siguiendo el mismo procedimiento que el descrito en el apartado 6.7.2, 
preparando, por triplicado, emulsiones en presencia y ausencia de antioxidante. 
 
Simultáneamente, se preparó una disolución de AAPH 10mM en agua milli-Q, 
que se termostatizó con las emulsiones durante, al menos, 15 min, en un baño de agua. 
Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, se adiciona 1 mL de la disolución de 
AAPH a cada una de las emulsiones y se agita fuertemente. Se extraen, a intervalos de 
tiempo determinados, alícuotas (50 µL) de emulsión que se diluyen a un volumen final 
de 10 mL con etanol. Se analiza el contenido de dienos conjugados midiendo su señal 
espectrofotométrica a λ = 233 nm. 
 
Los resultados obtenidos muestran el mismo comportamiento que los 
experimentos realizados en ausencia de AAPH. 
 
 
8.7.4. Estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con aceite de oliva: 
Método Schaal (sin APPH): Efecto de la fracción de emulsionante utilizada. 
 
Se ha estudiado la eficacia de los antioxidantes (ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos) frente a la estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por aceite de 
oliva/tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.0 con un 0,5%, 1% y 2% de Tween 20 
conteniendo 0.6 mM de antioxidante. Para ello se ha sometido a la emulsión a un test de 
aceleración oxidativa a T = 60ºC (test de Schaal). Estos estudios se han realizado por 
triplicado con el fin analizar la reproducibilidad de las medidas y obtener un valor 
promedio de las mismas. 
 
Los resultados obtenidos muestran que para aquellos antioxidantes que presentan 
un mayor valor de POI, su eficacia antioxidante es muy sensible a cambios producidos 
en la fracción de emulsionante ΦI. Así, en la figura 7.7.7. se puede observar como la 
eficacia antioxidante de los derivados del ácido cafeico C8-C16 disminuye a medida 
que se aumenta la fracción emulsionante en el medio. Esto es debido  a que hay que 
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tener en cuenta que su concentración efectiva es un balance entre el incremento de su 
concentración en la interfase respecto a las otras regiones del sistema emulsionado (su 
porcentaje en la interfase aumenta al aumentar ΦI) y la dilución que se produce al 
aumentar el volumen de la interfase cuando se aumenta ΦI. 
 
 
 
 
Figura 8.7.7. Tiempo (dias) para las emulsiones con 0,5%, 1% y 2% de emulsionante 
(valores respecto a un contenido inicial de CD de 0,5 %). Los valores representan la 
media de las tres réplicas realizadas (las barras de errores representan la desviación 
estándar). Condiciones experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de oliva /tampón 
citrato 0.04M pH 3.0/Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
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8.7.5. Estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con aceite de maíz: 
Método Schaal (sin APPH): Efecto de la fracción de emulsionante utilizada. 
 
 
Se ha estudiado la eficacia de los antioxidantes (ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos) frente a la estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por aceite de 
maíz/tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.65 con un 0,5% y 1% de Tween 20 
conteniendo 0.6 mM de antioxidante. Para ello se ha sometido a la emulsión a un test de 
aceleración oxidativa a T = 37ºC (test de Schaal), siguiendo el mismo procedimiento 
experimental que el seguido para el caso de emulsiones preparadas con aceite de oliva 
(veáse apartado 8.7.2). En este caso, debido a la inestabilidad que muestran las 
emulsiones preparadas con aceite de maíz a altas temperaturas y con el fin de poder 
seguir su oxidación se decidió bajar la temperatura de T = 60ºC a T = 37ºC.  Estos 
estudios se han realizado por triplicado con el fin analizar la reproducibilidad de las 
medidas y obtener un valor promedio de las mismas. 
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Figura 8.7.8. Estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por 4 mL de aceite de maíz 
y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0,04M utilizando un 0,5% de Tween 20 en presencia 
de ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos. [AO] = 0,6 mM y T = 37ºC. 
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Figura 8.7.9. Estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por 4 mL de aceite de maíz 
y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0,04M utilizando un 1% de Tween 20 en presencia de 
ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos. [AO] = 0,6 mM y T = 37ºC. 
 
   Las figuras 8.7.8 y 8.7.9 muestran la variación de los dienos conjugados formados 
con el tiempo para las emulsiones estudiadas con un 0,05% y 1% de Tween 20, 
respectivamente, para T = 37ºC. En este caso, no se observan periodos de inducción tan 
pronunciados como en el caso de la oxidación de las emulsiones preparadas con aceite 
de oliva (veánse figuras 8.7.3 y 8.7.8), sino que la formación de dienos conjugados 
aumenta gradualmente con el tiempo, entendiendo por periodo de inducción el tiempo 
necesario para que los cambios organolépticos comiencen a ser detectados. 
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Figura 8.7.10. Porcentaje de dienos formados para las emulsiones de aceite de maíz a 
los 100 días de ser preparadas en presencia del ácido cafeico y sus derivados, [AO] = 
0,6 mM y T = 37ºC. A) 0,5 % Tween 20 y B) 1% Tween 20 
 
   Nuevamente se obtiene una variación parabólica de la eficacia antioxidante con la 
hidrofobicidad (véase figura 8.7.10), incrementando ésta a medida que se incrementa la 
hidrofobicidad del antioxidante hasta alcanzar un máximo para C8 a partir del cual se 
produce una disminución de la misma.  
 
De esta manera, al aumentar la cadena hidrocarbonada, se está  incrementando la 
lipobobicidad del antioxidante y como consecuencia, aumenta la cantidad de 
antioxidante presente en la interfase hasta llegar a un valor máximo, después del cual 
los antioxidantes son más solubles en la fase oleosa que en la propia interfase del 
sistema proporcionando una menor protección contra los fenómenos de oxidación 
lípidica.  
 
Estos resultados permiten establecer una buena correlación entre la eficacia 
antioxidante y su distribución para las emulsiones estudiadas. Dado que la oxidación 
lipídica en emulsiones O/A generalmente tiene lugar en las proximidades de la interfase, 
cualquier cambio en el porcentaje de antioxidante presente en la interfase podría afectar 
significativamente a su eficacia en inhibir los procesos de oxidación lipídica que puedan 
A B 
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tener lugar. En la figura 8.7.11-A se puede observar la variación obtenida para la 
constante de partición POI, la cual se va a reflejar en su distribución (figura 8.7.11-B). 
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Figura 8.7.11. A) Variación de POI  con el número de átomos de carbono en la cadena 
alquílica del ácido cafeico en emulsiones preparadas con aceite de maíz. B) Variación 
del porcentaje de antioxidante en la interfase con la longitud de la cadena 
hidrocarbonada de los ésteres derivados del ácido cafeico (ΦI = 0.04). Condiciones 
experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de oliva /tampón citrato 0.04M pH 3.65/1% 
Tween 20). 
 
 
En efecto, en la figura 8.7.11,  se puede observar que se obtiene un máximo para 
el valor POI del derivado C8, lo que significa que su presencia en la interfase es mayor  
respecto a los otros derivados y menor en la fase orgánica, proporcionando así una 
protección óptima contra los radicales de oxígeno e inhibiendo, de esta forma, el 
proceso de oxidación de la fase oleosa. Sin embargo, el cafeato de hexadecilo se 
encuentra en menor porporción en la interfase del sistema y en mayor proporción en la 
fase orgánica respecto al derivado C8, puesto que presenta un valor de POI menor, lo 
que explica su menor efectividad antioxidante.  El porcentaje de antioxidante obtenido 
en la interfase para el derivado C3 es muy similar al obtenido para C16, de ahí, que su 
estabilidad oxidativa sea también muy similar. Los derivados de cadena corta (número 
de carbonos menor que 3) presentan una menor estabilidad debido que se encuentran en 
menor proporción en la interfase y  fase orgánica del sistema, puesto que no hay que 
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olvidar que, también, se distribuyen en la fase acuosa proporcionando una menor 
protección contra la oxidación lipídica. En el caso concreto del derivado C1, se observa 
que su presencia en la región interfásica del sistema es menor que la del ácido cafeico y 
sin embargo, su capacidad antioxidante en mejor. Esto es una consecuencia de que el 
ácido cafeico se encuentra en menor proporción en la región orgánica con respecto al 
C3 proporcionando así una menor protección contra la oxidación del aceite empleado. 
 
8.7.5. Estabilidad oxidativa de las emulsiones preparadas con aceite de soja: 
Método Schaal (sin APPH). 
 
Se ha estudiado la eficacia de los antioxidantes (ácido cafeico y sus derivados 
hidrofóbicos) frente a la estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por aceite de 
soja/tampón cítrico-citrato 0.04M pH 3.65 con un 1% de Tween 20 conteniendo 0.6 
mM de antioxidante. Para ello se ha sometido a la emulsión a un test de aceleración 
oxidativa a T = 60ºC (test de Schaal), siguiendo el mismo procedimiento experimental 
que el seguido para el caso de emulsiones preparadas con aceite de oliva (veáse 
apartado 8.7.2). Estos estudios se han realizado por triplicado con el fin analizar la 
reproducibilidad de las medidas y obtener un valor promedio de las mismas. 
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Figura 8.7.12. Estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por 4 mL de aceite de soja 
y 6 mL de tampón cítrico-citrato 0,04M pH 3.65 utilizando un 1% de Tween 20 en 
presencia de ácido cafeico y sus derivados hidrofóbicos. [AO] = 0,6 mM y T = 60ºC. 
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Figura 8.7.13. Tiempo (dias) para las emulsiones con 1% de emulsionante (valores 
respecto a un contenido de CD de 0,6 %). Los valores representan la media de las tres 
réplicas realizadas (las barras de errores representan la desviación estándar. Condiciones 
experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de soja /tampón cítrico-citrato 0.04M pH 
3.65/Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
 
En las figuras 8.7.12 y 8.7.13 se puede observar que, en ausencia de antioxidante, 
la fase oleosa del sistema emulsionado se oxida completamente en 24 horas. En 
presencia de ácido cafeico, la estabilidad oxidativa de la emulsión no parece alterarse de 
forma significativa hasta aproximadamente los 6 días pero si parece estar afectada 
significativamente por la presencia de sus derivados hidrofóbicos consiguiéndose una 
máxima estabilidad para los derivados del cafeato de octilo (19 días) y cafeato de 
hexadecilo (13 días). De todos ellos, el derivado C8 muestra una mayor efectividad 
dado que retrasa el deterioro oxidativo de los lípidos presentes en la emulsión hasta  
aproximadamente 19 días a T = 60ºC.  Tomando como referencia un contenido de 
dienos conjugados de 0,5% para las emulsiones preparadas con ΦI=0.01,  la estabilidad 
oxidativa de las emulsiones varía según la naturaleza del antioxidante que está presente 
en la emulsión de forma que las emulsiones más estables son cafeato de octilo > cafeato 
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de hexadecilo > cafeato de propilo > cafeato de etilo > cafeato de metilo > ácido cafeico 
> control.  
 
Resultados similares se obtienen para las emulsiones preparadas con otros aceites 
vegetales como aceite de oliva y aceite de maíz.  
 
Si suponemos que el aumento de la longitud de la cadena alquílica en los 
derivados del ácido cafeico sólo afecta a su lipofilicidad (y no a las constantes de 
velocidad involucradas en el proceso radicalario), los estudios realizados acerca de la 
distribución  de los antioxidantes permiten interpretar los resultados obtenidos para la 
eficacia de los antioxidantes sobre la base de su distribución en el sistema. En efecto, en 
la figura 8.7.14,  se puede observar que se obtiene un máximo para el valor de POI del 
derivado C8, lo que significa que su presencia en la interfase es mayor  respecto a los 
otros derivados y menor en la fase orgánica, proporcionando así una protección óptima 
contra los radicales de oxígeno e inhibiendo, de esta forma, el proceso de oxidación de 
la fase oleosa. Sin embargo, el cafeato de hexadecilo se encuentra en menor porporción 
en la interfase del sistema y en mayor proporción en la fase orgánica respecto al 
derivado C8, puesto que presenta un valor de POI menor, lo que explica su menor 
efectividad antioxidante.  Los derivados de cadena corta (número de carbonos < 3) 
presentan una menor estabilidad debido que se encuentran en menor proporción en la 
interfase y  fase orgánica del sistema, puesto que no hay que olvidar que, también, se 
distribuyen en la fase acuosa proporcionando una menor protección contra la oxidación 
lipídica.  
 
  Los resultados obtenidos permiten encontrar una explicación al efecto "cut-off" al 
igual que en los medios emulsionados estudiados anteriormente (aceite de oliva y aceite 
de maíz), encontrando que las diferencias encontradas en la eficacia antioxidante de los 
derivados del ácido cafeico sólo pueden ser debidas  a las variaciones encontradas en el 
porcentaje de antioxidante presente en la interfase del sistema emulsionando, 
obteniéndose de esta manera una buena correlación eficacia antioxidante-distribución. 
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Figura 8.7.14. A) Efecto Cutoff de la polaridad del antioxidante sobre la estabilidad 
oxidativa del sistema emulsionado, 1% Tween 20. B) Variación del valor de la 
constante de partición POI con la longitud de la cadena hidrocarbonada de los ésteres 
derivados del ácido cafeico. Condiciones experimentales: emulsión 4:6 (O/A) (aceite de 
soja /tampón citrato 0.04M pH 3.65/1% Tween 20), [AO] = 0,6 mM. 
 
 
 
8.7.6. Estabilidad oxidativa de las emulsiones estudiadas: efecto de la naturaleza 
del aceite utilizado. 
 
  La estabilidad oxidativa de los aceites vegetales, la cual se puede definir como el 
tiempo necesario para que un aceite comience a presentar síntomas de rancidez, es uno 
de los aspectos más relevantes de su calidad utilizados en la industria alimentaria y que 
puede repercutir de forma notable en su valor comercial, nutritivo, sensorial y culinario. 
Este parámetro depende, entre otros, del grado de insaturación del aceite, de la 
capacidad antioxidante, presencia de pro-oxidantes y condiciones de conservación del 
aceite.  
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Figura 8.7.15. Estabilidad oxidativa de emulsiones formadas por 4 mL de aceite y 6 mL 
de tampón cítrico-citrato 0,04M utilizando un 1% de Tween 20 en presencia de ácido 
cafeico y sus derivados hidrofóbicos. [AO] = 0,6 mM. 
 
  Los resultados obtenidos en los apartados anteriores nos permiten analizar la 
estabilidad oxidativa de los aceites utilizados bajo las mismas condiciones 
experimentales. Tal y como se refleja en la figura 8.7.15, el aceite de oliva muestra una 
elevada estabilidad oxidativa (∼ 5 días en ausencia de antioxidantes a T = 60ºC) frente a 
Aceite de maíz 
       T = 37ºC 
Aceite de oliva T = 60ºC 
Aceite de soja 
       T = 60ºC 
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otros aceites como el de de soja (< 1 día en ausencia de antioxidantes a T = 60ºC), 
gracias a su alto contenido de ácido oleico (∼80%). En cuanto a la naturaleza de los 
aceites estudiados, el aceite de soja y maíz son aceites más insaturados que el aceite  de 
oliva y por tanto, más susceptibles a ser oxidados. Esta estabilidad oxidativa se 
prolonga, en todos los casos estudiados, en presencia de los antioxidantes más 
hidrofóbicos derivados del ácido cafeico alcanzando su valor máximo para el derivado 
C8. 
 
  Estos resultados ponen, también, de manifiesto que la estabilidad oxidativa de 
algunos de los aceites analizados es limitada en ausencia de antioxidantes por lo que el 
estudio de este parámetro es muy importante a tener en cuenta para establecer su vida 
comercial y posibles usos culinarios. 
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The so-called "polar paradox" hypothesis predicts that, in emulsified systems, 
the efficiency of antioxidants, AOs, should increase a plateau upon increasing their 
hydrophobicity, but recent published results show that, for series of homologous 
antioxidants, a maximum is reached for AOs of intermediate hydrophobicity. Here we 
employed the pseudophase kinetic model to determine the distribution of phenolic 
antioxidants bearing the same functional group with substituents of different 
hydrophobicity in order to establish structure-distribution relationships for predictive 
purposes and to contribute to a better understanding of the efficiency of phenolic 
antioxidants in food-grade emulsions. 
 
Phenolic derivatives constitute an important group of antioxidants that are 
widely employed because of their biological relevance and their antioxidant activity in 
food matrices. Among them, catecholics such as catechin, hydroxytyrosol, caffeic 
acid,... have been chosen due to they have been shown to be very powerful antioxidants 
mainly because of the presence of the catechol group in their structure. 
 
  The analysis of the distribution of antioxidants and that of its hydrophobic 
derivatives was carried out in model food emulsions by employing a kinetic method 
based on the reactivity of a hydrophobic arenediazonium ion with the antioxidants, and 
the effects of a number of relevant parameters (acidity, temperature, oil, etc.) have been 
depicted for a selected group of antioxidants. The distribution have been correlated with 
the antioxidant efficiency and, for this purpose, the emulsions have been subjected to an 
accelerated oxidation test, the Schaal oven test, under standardized conditions. 
Emulsions have been prepared using oils stripped from the natural antioxidants (corn, 
olive and soybean), acidic water and a nonionic emulsifier like Tween 20. 
 
 Some of the most important conclusions of each set of experiments can be 
summarized in the following points: 
  
 
 
 
  
Capítulo 9                                          CONCLUSIONS 
 
 - 250 - 
• The physical impossibility of separating the interfacial region from the aqueous 
and oil regions makes that any attempt to determine antioxidant distributions 
needs to be done in the intact emulsions, that is, without sample pre-treatment or 
phase separation.  
 
For this purpose a kinetic method was employed and the results were interpreted 
in terms of the pseudophase model extended to emulsions. Depending on the 
solubility of antioxidant, a full treatment or a simplified model can be safely 
employed. The method also provides an estimate of the rate constant in the 
interfacial region, kI, of the emulsion for the reaction between 4-hexadecyl-
arenediazonium ions and antioxidants. The methodology is robust and has been 
proved to be very sensible to changes in experimental conditions (acidity, 
temperature, nature of oil, etc.) 
 
• The reaction of arenediazonium ions with cinnamic acids such as coumaric acid 
and ferulic acid which only have a -OH group in their structure is much slower 
than thermal decomposition of arenediazonium ions. For this reason, it hasn't 
been possible to determine their distribution by employing the kinetic 
methodology.  However, results show their reactivity with arenediazonium ions  
increases upon increasing their hydrophobicity. C8 and C14 derivatives of 
coumaric acid are mostly located in the oil-interfacial regions. Results indicate 
that a large fraction of the antioxidants, >65%, is located in the oil region of the 
emulsion at the lowest emulsifier volume fraction employed, of ΦI =0.005. The 
percentage of both antioxidants increases upon increasing ΦI, so that more than 
75% of the antioxidants is located in the interfacial region at ΦI =0.04. 
 
• Results obtained for catecholics like catechol, catechin, caffeic acid and 
hydroxytyrosol indicate that partitioning of antioxidants between the aqueous 
and interfacial region does not correlate with their polarity. The results are in 
line with recently published results supporting the idea that the so-called "polar 
paradox" hypothesis need revised. 
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PWI values follow the order PWI (CAT) << PWI (HT) < PWI (CA) < PWI (CAQ), 
and therefore, at a given ΦΙ, the percentage of antioxidant, %AO, in the 
interfacial region is %CAQ > %CA > %HT > %CAT. In all cases, %AOI 
increases upon increasing ΦΙ so that > 70% of the antioxidants are located in the 
interfacial region at ΦΙ = 0.04.  
 
• As expected, the distribution of caffeic acid depends on the acidity of the 
aqueous region because of the ionization of the carboxylic group (pKa ∼ 4,7), 
which makes the ionized form of CA much more soluble in water than the 
neutral form. CA mainly distributes the water and interfacial regions because it 
is sparingly soluble in oils, as demonstrated by auxiliary partitioning 
experiments in the absence of emulsifier. At any given pH, CA mostly located in 
the interfacial region of emulsion, %CAI > 50% at the lowest emulsifier volume 
fraction, ΦΙ = 0.005, and its percentage increases upon increasing ΦΙ so that 
%CAI > 90% at ΦΙ = 0.04. At any ΦΙ,  %CAI decreases substantially upon 
increasing pH because of the ionization of the CA. 
 
• A temperature change does not affect significantly the distributition of caffeic 
acid but it has an important effect on the distribution of catechin in corn oil 
emulsions. At any given ΦΙ, a change in temperature from T= 15ºC to T= 35ºC 
has only a moderate effect on the distribution of CA, with changes in the 
distribution less than 15%. However, a change in temperature from T= 15ºC to 
T= 25ºC favors incorporation of catechin to the interfacial region, so that at T = 
15 ºC, %CATI ∼ 60% (ΦI = 0.005) but at T= 25 ºC, % CATI > 85% (ΦI = 
0.005). The results allowed us to estimate, for the first time, the relevant 
thermodynamic parameters for antioxidant transfer from the aqueous to the 
interfacial region of the emulsion and the activation parameters for the reaction 
between 16ArN2+ and antioxidant in the interfacial region of the emulsion. The 
results show that IATG
→∆ 0  are negative at any temperature, and hence the 
transfer of  the both catecholic antioxidants from to the aqueous to the interfacial 
  
Capítulo 9                                          CONCLUSIONS 
 
 - 252 - 
region are spontaneous. The AH# and AS# values found are typical of 
bimolecular reactions. 
 
• According to our results obtained for a series of caffeic esters of increasing 
hydrophobicity (C0 - C16) can sustain several important conclusions in different 
emulsified systems (corn, olive and soybean emulsions): 
 
1) At low ΦI (0.005) values a significant fraction of all antioxidants, >70% is 
located in the interfacial region of the emulsions. 
 
2) In corn and olive emulsions, at any ΦI, the fraction of CA in the interfacial 
region is higher than that of C1 because CA only distributes between the 
aqueous and interfacial region, meanwhile C1 distributes between the three 
regions. 
 
3) The fraction of antioxidants in the interfacial regions of emulsions increases 
upon increasing the emulsifier volume fraction so that at ΦI = 0.04 more than 
90% of all antioxidants is located in that region. 
 
4) The fraction of antioxidant in the interfacial region does not correlate with the 
length of the alkyl chain, i.e., with the hydrophobicity of the antioxidant. 
 
5) The variation of the partition constants between the oil and interfacial regions, 
POI, with hydrophobicity is parabolic, with a maximun value for the C8 
derivative, parallelling the variation of their antioxidant efficiency. 
 
6) In homogeneous solvents such as MeOH, all caffeic acid antioxidants show a 
similar radical scavenging activity against DPPH, indicating that the length of 
the alkyls chain has a negligible effect on their antiradical scavenging efficiency. 
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7) The rate constant values in the interfacial region, kI, for the caffeic acid 
derivatives are all similar suggesting that the diorthophenolic moiety of the 
antioxidants is located in a similar environment. 
 
8) Results show that the variation of POI, and that of the fraction of antioxidant 
in the interfacial region, with the alkyl chain length of the antioxidant parallels 
that of their efficiency in all emulsified systems. The efficiency of a given 
antioxidant can be correlated with the fraction of the antioxidant of in the 
interfacial region. Besides our results point out for the importance of the 
emulsifier volume fraction for the emulsion stability not only for the physical 
integrity by also for the chemical/oxidative stability. 
 
• In olive oil emulsions, the distribution of HT and HTA between the interfacial, 
oil, and aqueous regions have been correlated with their antioxidant efficiency. 
HTA is a better antioxidant than HT and this higher efficiency in inhibiting lipid 
oxidation may be related with the higher percentage of HTA in the interfacial 
region than HT. 
 
• The use of olive oil instead of corn oil has not a major effect on the distribution 
of CA and its derivatives (nºC > 3) and this effect is less noticeable at higher 
than lower emulsifier concentrations. However, the use of soybean oil have a 
significant effect on the distribution of CA and its derivatives (nºC >3). These 
differences are more significant for CA. So, at any given ΦI, the percentage of 
CA in the interfacial region of soybean emulsions is slightly lower than that in 
olive or corn emulsions with differences in %CAI ∼20-25% between olive/corn 
and soybean emulsions. For C2 and C3 derivatives, the fraction of antioxidant in 
the interfacial region in olive emulsions is higher than that in corn or soybean 
emulsions. 
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10.1.  CARACTERIZACIÓN  ESPECTROSCÓPICA DE LOS 
MALONATOS DE CADENA ALQUILO LARGA. 
 
 
 
 
 
 
Malonato de monopropilo (3) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,95 (t, J=7,6 Hz, 3H, H-3’ ); 1,69 (m, 2H, H-2’); 3,45 
(s, 2H, H-2), 4,14 (t, J= 6,0 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 9,9 (C-3’); 21,5 (C-2’); 40,7 (C-2); 67,2 (C-1’); 166,7 
(C-3); 171,3 (C-1). 
 
Malonato de monobutilo (4) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,90 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-4’ ); 1,36 (bs, 2H, H-3’); 1,62 
(m, 2H, H-2’); 3,41 (s, 2H, H-2), 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 13,6 (C-4’); 18,9 (C-3’); 30,4 (C-2’); 40,9 (C-2); 65,9 
(C-1’); 166,9 (C-3); 171,8 (C-1). 
Malonato de monohexilo (5) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-6’ ); 1,32 (bs, 6H, H-5’-3’); 
1,64 (m, 2H, H-2’); 3,43 (s, 2H, H-2), 4,16 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
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13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ13,9 (C-6’); 22,5 (C-5’); 25,4 (C-3’); 28,3 (C-2’); 31,3 
(C-4’); 41,0 (C-2); 66,1 (C-1’); 166,9 (C-3); 171,7 (C-1). 
 
Malonato de monooctanoilo (6) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-8’ ); 1,27 (bs, 10H, H-7’-3’); 
1,65 (m, 2H, H-2’); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3, 100 MHz): δ 14,1 (C-8’); 22,7 (C-7’); 25,8 (C-3’); 28,4 (C-2’); 29,2 
(C-4’,5’); 31,8 (C-6’); 40,8 (C-2); 66,3 (C-1’); 167,2 (C-3); 171,4 (C-1). 
 
Malonato de monodecilo (7) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): δ 0,85 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-10’ ); 1,24 (bs, 14H, H-9’-3’); 
1,63 (m, 2H, H-2’); 3,41 (s, 2H, H-2), 4,17 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 14,1 (C-10’); 22,6 (C-9’); 25,7 (C-3’); 28,4 (C-2’); 
29,3 (C-4’,7’); 29,5 (C-5’,6’); 31,9 (C-8’); 40,5 (C-2); 66,2 (C-1’); 167,2 (C-3); 170,9 
(C-1). 
Malonato de monododecilo (8) 
 
1H RMN (CD-Cl3, 400 MHz): δ 0,89 (t, J= 6,8 Hz, 3H, H-12’); 1,26 ( bs, 18H, H-11’-
3’); 1,66 (m, 2H, H-2’); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,18 (t, J=6,8 Hz, 2H, H-1’).  
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 14,1 (C-12’); 22,7 (C-11’); 25,7 (C-3’); 28,4 (C-2’); 
29,3 (C-4’,9’); 29,6 (C-5’-8’); 31,9 (C-10’); 40,4 (C-2); 66,2 (C-1’); 167,4 (C-3); 170,5 
(C-1). 
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Malonato de monotetradecilo (9) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-14’ ); 1,26 (bs, 22H, H-13’-
3’); 1,66 (m, 2H, H-2’); 3,43 (s, 2H, H-2), 4,18 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3, 100 MHz): δ 13,49 (C-14’); 22,1 (C-13’); 25,1 (C-3’); 27,8 (C-2’); 
28,7 (C-4’,11’); 29,0 (C-5’-10’), 31,3 (C-12’); 39,8 (C-2); 65,7 (C-1’); 166,8 (C-3); 
170,0 (C-1). 
 
Malonato de monohexadecilo (10) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-16’ ); 1,26 ( bs, 26H, H-15’-
3’); 1,65 (m, 2H, H-2’); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,17 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 13,8 (C-16’); 22,4 (C-15’); 25,4 (C-3’); 28,0 (C-2’); 
29,0 (C-4’,13’); 29,4 (C-5’-12’), 31,6 (C-14’); 40,3 (C-2); 65,9 (C-1’); 166,8 (C-3); 
170,8 (C-1). 
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10.2.  CARACTERIZACIÓN  ESPECTROSCÓPICA DE LOS 
CINAMATOS DE CADENA ALQUILO LARGA. 
 
 
 
 
 
Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de octilo (H1) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-8’ ); 1,27 (bs, 10H, H-7’-3’); 
1,68 (m, 2H, H-2’); 4,18 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1´), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,86 (d, 
J=8,8 Hz, 1H- H-6, 8), 7,41 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-5, 9);7,62 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 13,8 (C-8’); 22,4 (C-7’); 25,8 (C-3’); 28,5 (C-2’); 29,0 
(C-4’,5’); 31,6 (C-6’); 64,6 (C-1’); 115,7 (C-6,8); 126,7 (C-4); 129,8 (C-5, 9); 144,5 (C-
3); 157,9 (C-7); 167, 8 (C-1). 
Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de decanoilo (H2) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-10’ ); 1,26 (bs, 14H, H-9’-3’); 
1,69 (m, 2H, H-2’); 4,9 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,85 (d, 
J=8,4 Hz, 1H- H-6, 8), 7,42 (d, J=8,8 Hz, 2H, H-5, 9);7,62 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 13,9 (C-10’); 22,5 (C-9’); 25,8 (C-3’); 28,5 (C-2’); 
29,3 (C-4’,7’); 29,6 (C-5’,6’); 31,6 (C-8’); 64,6 (C-1’); 115,7 (C-6,8); 126,9 (C-4); 
129,8 (C-5, 9); 144,3 (C-3); 157,7 (C-7); 167, 7 (C-1). 
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Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de dodecilo (H3) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-12’ ); 1,27 (bs, 18H, H-11’-3’); 
1,71 (m, 2H, H-2’); 4,21 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,31 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,87 (d, 
J=8,4 Hz, 1H- H-6, 8), 7,43 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-5, 9);7,64 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CDCl3; 100 MHz): δ 13,6 (C-12’); 22,2 (C-11’); 25,4 (C-3’); 28,2 (C-2’); 
29,1 (C-4’,9’); 29,6 (C-5’-8’); 31,4 (C-10’); 64,4 (C-1’); 115,4 (C-6,8); 126,5 (C-4); 
129,5 (C-5, 9); 144,2 (C-3); 157,5 (C-7); 167,5 (C-1). 
 
Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de tetradecilo (H4) 
 
1H RMN (CDCl3, 400 MHz):δ 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-14’ ); 1,27 (bs, 22H, H-13’-3’); 
1,71 (m, 2H, H-2’); 4,20 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1´), 6,31 (d, J= 15,6 Hz, 1H, H-2), 6,86 (d, 
J=8,4 Hz, 1H- H-6, 8), 7,44 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-5, 9);7,64 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD-Cl3; 100 MHz):δ 14,1 (C-14’); 22,7 (C-13’); 25,9 (C-3’); 28,7 (C-2’); 
29,2 (C-4’,11’); 29,6 (C-5’-10’), 31,9 (C-12’); 64,8 (C-1’); 115,9 (C-6,8); 127,2 (C-4); 
129,9 (C-5, 9); 144,5 (C-3); 157,8 (C-7); 167,8 (C-1). 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de metilo ó cafeato de metilo (C1) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ3,7 (s, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 
1H, H-2), 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2 
Hz, 1H, H-5), 7,55 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ 52,5 (C-1’); 61,5 (C-2); 116,1 (C-8); 116,3 (C-5); 
117,3 (C-9); 123,5 (C-4); 128,6 (C-6); 146,7 (C-3); 149,8, (C-7); 168,8,2 (C-1). 
MS: m/z 195,20 (M+ H) + 
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Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de etilo ó cafeato de etilo (C2) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 1.25 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-2´), 4,7 (m, 2H, H-1’), 
6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, 
H-9); 7,14 (d, J=2 Hz, 1H, H-5), 7,5 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ 15,2 (C-2’); 61,0(C-1’ ); 115,7(C-2); 116,3 (C-8); 
116,9 (C-5); 123,0(C-9); 128,2(C-4); 146,0 (C-6); 149,9 (C-3); 149,3 (C-7); 167,9 (C-
1). 
 
MS: m/z 209,20 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de propilo ó cafeato de propilo (C3) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,95 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-3’ ); 1,67 (m, 2H, H-2’); 
4,08 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,278 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-
8), 7,03 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2 Hz, 1H, H-5),7,53 (d, J=16 Hz, 1H, 
H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ: 11,4 (C-3’); 23,6 (C-2’); 66,9 (C-1’); 115,9 (C-
2); 116,5 (C-8); 117,1 (C-5); 123,2 (C-9); 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 146,5 (C-3); 149,4 
(C-7); 168,2 (C-1). 
 
MS: m/z 223,20 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de butilo ó cafeato de butilo (C4) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,93 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-4’ ); 1,19 (bs, 2H, H-3’); 
1,66 (m, 2H, H-2’); 4,12 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,26 (d, J= 15,6 Hz, 1H, H-2), 6,87 (d, 
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J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,04 (dd, J=8,0 e 2,4 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2 Hz, 1H, H-5),7,55 
(d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ 14,7 (C-4’); 20,6 (C-3’); 32,4 (C-2’); 65,1 (C-1’); 
115,9 (C-2); 116,5 (C-8); 117,1 (C-5); 123,2 (C-9); 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 146,9 (C-
3); 149,4 (C-7); 168,2 (C-1). 
 
MS: m/z 237,20 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de hexilo ó cafeato de hexilo (C6) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-6’ ); 1,32 (bs, 6H, H-5’-
3’); 1,66 (m, 2H, H-2’); 4,12 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1´), 6,26 (d, J= 15,6 Hz, 1H, H-2), 
6,85 (d, J=8,4 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,4 e 1,6 Hz, 1H, H-9); 7,14 (d, J=2,0 Hz, 1H, 
H-5),7,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz):δ 15,3 (C-6’); 24,2 (C-5’); 27,4 (C-3’); 30,5 (C-2’); 
33,2 (C-4’); 65,7 (C-1’); 116,1 C-2); 116,7 (C-8); 117,3 (C-5); 123,5 (C-9); 128,6 (C-
4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7); 168,5 (C-1). 
 
MS: m/z 265,20 (M+ H)  
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de octilo ó cafeato de octilo (C8) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-8’ ); 1,28 (bs, 10H, H-7’-
3’); 1,66 (m, 2H, H-2’); 4,13 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1´), 6,27 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 
6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,03 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2,0 Hz, 1H, 
H-5),7,53 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3). 
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13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz):δ 15,3 (C-8’); 24,3 (C-7’); 27,7 (C-3’); 30,5 (C-2’); 
30,9 (C-4’,5’); 33,5 (C-6’); 65,7 (C-1’); 116,1 (C-2); 116,8 (C-8); 117,3 (C-5); 123,5 
(C-9); 128,7 (C-4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7); 168,5 (C-1). 
 
MS: m/z 293,27 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de decanoilo ó cafeato de decanoilo (C10) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-10’ ); 1,29 (bs, 14H, H-
9’-3’); 1,67 (m, 2H, H-2’); 4,14 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1´), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,04 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2,0 Hz, 1H, 
H-5),7,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz):δ 15,1 (C-10’); 24,1 (C-9’); 27,4 (C-3’); 30,3 (C-
2’); 30,8 (C-4’,7’); 31,0 (C-5’,6’); 33,4 (C-8’); 65,4 (C-1’); 115,9 (C-2); 116,5 (C-8); 
117,1 (C-5); 123,2 (C-9); 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 147,0 (C-3); 149,4 (C-7); 168,2 (C-
1). 
MS: m/z 321,33 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de dodecilo ó cafeato de dodecilo (C12) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,86 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-12’ ); 1,27 ( bs, 18H, H-
11’-3’); 1,66 (m, 2H, H-2’); 4,13 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,27 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 
6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,03 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,14 (d, J=2,4 Hz, 1H, 
H-5),7,52 (d, J=15,6 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ 15,6 (C-12’); 24,6 (C-11’); 28,0 (C-3’); 30,8 (C-
2’); 31,6 (C-4’,9’); 31,7 (C-5’-8’); 33,9 (C-10’); 66,0 (C-1’); 116,4 (C-2); 117,0 (C-8); 
117,6 (C-5); 123,7 (C-9); 128,9 (C-4); 146,8 (C-6); 147,5 (C-3); 149,9 (C-7); 168,7 (C-
1). 
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MS: m/z 347,47 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de tetradecilo ó cafeato de tetradecilo 
(C14) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,88 (t, J=6,6 Hz, 3H, H-14’ ); 1,29 ( bs, 22H, H-
13’-3’); 1,67 (m, 2H, H-2’); 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,05 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2,0 Hz, 1H, 
H-5),7,54 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): δ 15,4 (C-14’); 24,3 (C-13’); 27,7 (C-3’); 30,6 (C-
2’); 31,3 (C-4’,11’); 31,4 (C-5’-10’), 33,6(C-12’); 65,7 (C-1’); 116,2 (C-2); 116,8 (C-8); 
117,3 (C-5); 123,5 (C-9); 128,6 (C-4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7); 168,4 (C-
1). 
MS: m/z 377,33 (M+ H) + 
 
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de hexadecilo ó cafeato de hexadecilo 
(C16) 
 
1H RMN (CD3COCD3, 400 MHz): δ 0,86 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-16’ ); 1,41 (bs, 26H, H-
15’-3’); 1,65 (m, 2H, H-2’); 4,14 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1´), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,14 (d, J=2,4 Hz, 1H, 
H-5),7,52 (d, J=16 Hz, 1H, H-3). 
 
13C RMN (CD3COCD3; 100 MHz): 14,9 (C-16’); 23,9 (C-15’); 27,3 (C-3’); 28,0 (C-
2’); 29,0 (C-4’,13’); 29,4 (C-5’-12’), 31,6 (C-14’); 65,2 (C-1’); 115,7 (C-2); 116,4 (C-
8), 116,8 (C-5), 123,0 (C-9); 128,2 (C-4); 146,0 (C-6), 146,8 (C-3); 149,1 (C-7); 167,9 
(C-1). 
MS: m/z 405,33 (M+ H) + 
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